





Zur Trennung des minnlichen (Sexual-)Hormons 
vom weiblichen (Menformon) '. 


Von 
E. Dingemanse, J. Freud, S. Kober, E. Laqueur, A. Luchs und 
A. W. P. Miineh. 


(Aus dem Pharmako-therapeutischen Laboratorium der Universitat 
Amsterdam. ) 


(Eingegangen am 22, November 1930.) 
‘ 


In der ersten Veréffentlichung unseres Laboratoriums iiber das 
mannliche (Sexual-)Hormon (1) muBte berichtet werden, daB unsere 
gereinigten Extrakte aus Testis und aus Harn von Mannern neben dem 
miannlichen auch noch das weibliche Hormon enthielten. Das letztere 
war in Testis und auch im Mannerharn von uns gefunden worden (2), 
sein Vorkommen im Harn wurde zuerst bestritten [Frank, c. s. (3)]: 
aber wir glauben nicht, daB im Augenblick noch ernsthafte Zweifel 
dariiber bestehen; man ist jetzt auch sicher, daB es sich wirklich 
hierbei um Menformon handelt mit all den biologischen Qualitaten, 
die fiir diesen Stoff von uns verlangt sind, darunter paradoxerweise 
auch die antimasculine Eigenschaft (4) [s. auch Glimm und Wadehn (5)}. 

Die Reinigungsmethoden, die seinerzeit bei der’ Darstellung des 
mannlichen Hormons von uns angewandt wurden, waren derart, dab 
dabei auch gleichzeitig eine Anreicherung an Menformon stattfand. 
Eine befriedigende Methode zur Trennung der beiden Hormone ist 
unseres Wissens bisher noch nicht beschrieben. 

Wohl haben Loewe, Voss, Rothschild und Borchardt (6) die Wichtigkeit 
slieser Frage erkannt und gaben auch einiges zu ihrer Beantwortung an. 
Danach soll sich nach verschiedentlichem Behandeln eines Alkohol-Ather- 
extrakts aus eingedampftem Mannerharn das mdnnliche Hormon (Andro- 
kinin) in einer wdsserigen Loésung, frei von weiblichem Hormon (Thely- 
kinin), befinden, in einer Oilésung das Thelykinin, frei von Androkinin. 
Eine wirkliche Methode glauben wir aber hierin nicht sehen zu kénnen; die 


? Die Hauptergebnisse wurden schon kurz auf dem KongreB fiir Sexual- 
forschung in London, August 1930, mitgeteilt. 
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genannten Autoren vermutlich auch selbst nicht. Sie weisen darauf hin. 
da®B die von ihnen erhaltenen Extrakte nur den kleinsten Anteil der tiber- 
haupt im Harn vorhandenen Hormonmengen enthielten. In der erwahnten 
wasserigen Lésung entspricht eine sogenannte Mauseeinheit (M. E.) Andro- 
kinin 3,6 Liter Harn, in der Ollésung eine Mauseeinheit Thelykinin 
4 Liter Harn. 

Mit welchen Mengen haben wir aber zu rechnen ? 


Um mit dem weiblichen Hormon zu beginnen, so sind hiervon in 
Form des Menformons nach unseren Bestimmungen, die sich jetzt auf 
viele Tausende Liter Mannerharn beziehen, in einem Liter 10 bis 200 M. E. 
vorhanden (also etwa die 40- bis 8)0fache Menge, die Loewe c. s. in seiner 
Ollésung erhielt). 

Was das mannliche Hormon betrifft, so ist der Vergleich zwischen 
dem von Loewe c. s. gebrauchten und dem jetzt von uns in Anlehnung an 
die ersten amerikanischen Untersuchungen benutzten MaBstab nicht ganz 
einfach, aber doch ist kein Zweifel, da®B in die wasserigen androkinin- 
haltigen Lésungen von Loewe ec. s. wohl nur etwa '/,5) der im Ausgangs- 
material vorhandenen Menge iibergegangen ist. 


Dies zeigt folgende Uberlegung: 


Die Menge mannlichen Hormons, die in zwei gleichen Teilen sub- 
kutan eingespritzt wird, ist die Tagesdosis; wir nennen eine Hdhne- 
einheit (H. E.) die kleinste Tagesdosis, die (wenigstens drei) kastrierten 
Hahnen 4 Tage hintereinander gegeben, am fiinften Tage (bei mindestens 
2/, der Tiere) ein Flachenwachstum des Kammes von mehr als 15°, 
bewirkt (7). 


Eine H.E. ist nach unseren Bestimmungen, die ebenfalls jetzt auf 
etwa 20000 Liter Harn von Mannern zuriickgehen, im Mittel in etwa 
500 cem vorhanden, wir konnten sie jedoch gelegentlich auch in 125 cem 
nachweisen. Soweit es uns mit der von Loewe c. s. angegebenen Methode 
iiberhaupt méglich war, einigermaBen exakte Bestimmungen zu machen, 
geniigte etwa '/,, unserer oben definierten Einheit, um den zytologischen 
Test bzw. auch den von Glimm und Wadehn genannten Samendriisentest 
bei Maéusen hervorzurufen. Loewe und Mitarbeiter selbst geben an, daB sie 
hierfiir etwa '/, der Menge nétig haben, die zur Hervorbringung des 
Hahnenkammtests nach Funk erforderlich ist. 


(Dieser Test scheint etwas geringere Mengen, als unseren Einheiten 
entspricht, zu verlangen.) 


Da wir nun, wie erwahnt, 2 bis 8 unserer H. E. im Liter Harn finden, 
so waren dies 50 bis 200 der M. E. von Loewe ec. s.; da ferner Funk etwa 
.13 seiner Hahnendosen, die nach Loewe c.s. 65 ihrer M. E. entsprechen, 
und endlich Loewe c.s. in ihrem wisserigen Extrakt eine ihrer M. E. in 
3,6 Liter Harn findet, so wiirde in diesem Extrakt der 180. bis 720. Teil 
von der nach uns, und etwa der 230. Teil von der nach Funk iiberhaupt 
vorhandenen Menge anwesend sein. 


Wir glauben also, unser Urteil, daB eine befriedigende Methode 
zur Trennung weiblichen und mannlichen Hormons im Harn bisher 
nicht beschrieben ist, besteht zu Recht. 

















Trennung des mannlichen vom weiblichen (Sexual-) Hormon. 3 


Unsere Trennungsmethode schlieBt sich an eine der Methoden 
an, die wir zur Reindarstellung des kristallinischen Menformons ver- 
wendet haben (8). 

Entsprechend der Tatsache, daB Menformon in gewisser Hinsicht 
an das Verhalten einer Saure erinnert, befindet sich im Zweiphasen- 
gemisch: Benzol—-alkalischer 70° ,iger Alkohol das Menformon beinahe 
quantitativ im alkalischen Alkohol, dem es nach Anséuren mit Benzol 
wieder entzogen werden kann. 

Bei der Extraktion von mannlichem Hormon aus Mannerharn 
haben wir gefunden, daB diese Extraktion leichter, d.h. schneller bei 
schwach alkalischer als bei schwach saurer Reaktion des Harns verlauft. 
Dies ist nicht so aufzufassen, als lieBe sich das manpliche Hormon 
gar nicht oder nur teilweise aus saurem Harn extrahieren. Vielmehr 
haben wir nur einen relativen Unterschied gefunden, daB namlich die 
Geschwindigkeit, womit das mannliche Hormon aus dem Harn in das 
Extraktionsmittel geht, gréBer ist, wenn er schwach alkalisch statt 
schwach sauer ist. Dieser Unterschied wird desto starker hervortreten, 
je weniger zweckmaBig die Extraktionsmethode an und fiir sich ist, 
d.h. je langsamer sie arbeitet. 

Bei unserer tiblichen Methode wird ein Gemisch von Harn und 
Benzol bei Zimmertemperatur langsam geriihrt. Dieses Verfahren 
ist sicher im Hinblick auf eine schnelle quantitative Extraktion nicht 
geeignet und wird nur wegen anderer wichtiger Vorziige benutzt. 
Man bekommt namlich auf diese Weise Extrakte von geringerer Giftig- 
keit und kleinerem Trockenriickstand. 

Wird nach der genannten Methode von ein und demselben Harn 
eine Halfte schwach alkalisch, die andere Halfte sauer (py 3) extrahiert, 
dann wirkt der alkalische Extrakt regelmaBig stirker und zwar oft 
bedeutend starker als der saure Extrakt, was aus Tabelle I hervorgeht 
(Versuche 1 bis 6). 

Gebraucht man aber eine andere Methode, die an und fir sich 
zweckmaBiger ist, weil sie schneller und quantitativer extrahiert, so ist 
also zu erwarten, daB die sauren und alkalischen Extrakte keinen oder 
nur einen geringen Unterschied zeigen, und dies ist auch tatsichlich 
der Fall (s. Versuch 7 und 8 in der Tabelle I). 

In der Tabelle gibt Spalte IL ,,die Tagesdosis pro Kapaun” an, 
und zwar ausgedriickt in Liter Harn, die zum Ausgangsmaterial fiir 
die Extraktmenge diente, welche taglich vier Tage hintereinander bei 
jedem Kapaun eingespritzt wurde; sie wurde stets tiber zwei Injek- 
tionen in je 4, cem Ol verteilt. 

Spalte IV bzw. VI geben das ,,Kammwachstum® (= K.W.) von 
jedem der drei Kapaunen an, und zwar am fiinften Tage nach den 
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viertagigen Injektionen der alkalischen bzw. sauren Extrakte; es ist 
ausgedriickt in Prozenten der Kammoberfliche (= K.0.), also gleich 
K.O. am 5.4 — K.O. am 1.4 





dem Quotienten K.W. = = - 100. 
Q K.O. am 1.4 * 
Tabelle I. 
. 4 a Il - © V VI 
Alkalischer Extrakt Saurer Extrakt 
Ver- Tages- ‘aehen. bee ei thtons Trocken- : . 
such dosis riickstand Kammwachstum in °/9 riickstand Kammwachstum in °/, 
pro Liter der Anfangsoberfliche pro Liter der Anfangsoberfliche 
Nr. Liter in mg in mg 
1 1 34 127, —s«55s 52 117 —¥y 29 14 
2 1 18 70 | 86 40 129 79 34 29 
3 1 60 22,36 46 214 0,1 0.4 9 
4 1 46 29 36 73 102 3 38 45 
5 0,5 38 26 9 64 150 —2 -9 2 
6 0,5 41 47 —7 28 48 14 4 T 
7 0,5 56 41 200 80 96 35 68 65 
8 0,125 48 37 20 7 394 22 14 6 


- 


Die einfachste und am niachsten liegende Erklairung fiir dieses 
Verhalten ist, daB das mannliche Hormon basische Eigenschaften 
besitzt. 

Dies ist ein Hinweis auf einen recht erheblichen und wohl auch 
wesentlichen Unterschied gegeniiber dem Menformon, und seine groBe 
Abnlichkeit in chemischen Eigenschaften der beiden Hormone, wie sie 
auch von einigen von uns anfainglich angenommen wurde, fallt groBen- 
teils weg!. Eine Trennung der beiden Hormone war nun theoretisch 
auf zwei verschiedene Weisen zu erreichen. 

Erstens konnte man ein Gemisch von einer neutralen Phase und 
einer alkalischen Phase benutzen, zweitens muB aber auch ein Gemisch 
von einer neutralen und sauren Phase eine Scheidung ergeben. Der 
erste Weg hat uns? schnell zu diesem Ziele gefiihrt, wie aus dem 
folgenden Beispiel hervorgebt. 

100 cem eingeengter benzolischer Extrakt aus 50 Liter Mannerharn 
mit einem Trockengehalt von 90 mg/Liter wird mit 50cem Alkohol 


A Ubrigens haben wir bei der Extraktion und weiteren Reinigung der 
Extrakte verschiedene, nicht ohne weiteres verstandliche Ergebnisse er- 
halten, die vielleicht uns Naheres tiber den chemischen Charakter lehren 
kénnen, und woriiber wir bald ausfiihrlich zu berichten hoffen. 

2 Dies wurde auf dem SexualkongreB in London in diesem Jahre von 

; mitgeteilt, wo Gallagl 1 Koeh +h berichtete laB sie auf beide 
uns mitgeteilt, wo Gallagher und Koch auch berichteten, da ie auf beide 
Arten eine Trennung durchgefiihrt hatten. 
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gemischt und hierzu 3g NaOH, gelést in wenig Wasser, hinzugefiigt ; 
durch Zusatz von mehr Wasser erfolgt eine Trennung in zwei Schichten. 
und darauf wird die Alkoholschicht noch viermal mit je 50 ccm Benzol 
ausgeschiittelt. Die vereinigten Benzolportionen werden noch zweimal 
mit je 30cem Alkohol + 10 ccm 2 n NaOH ausgeschiittelt und bilden 
dann das Priparat U 239 Benzol: Trockengehalt 30 mg/Liter. Die 
Alkoholfraktionen werden angesdéuert und viermal mit Benzol aus- 
geschiittelt, das erhaltene Benzol mit Soda gewaschen. Dieses Benzol 
trigt die Versuchsnummer U 239 Alkohol. 

Die Verteilung der Hormongehalte ergibt sich aus Tabelle II. 


Tahe lle TI. 





In 3 Liter Harn gefunden Kamm wachstum 
Ver- — _ | minnliches bei 
such vee Foy Hormon in Tages- in %,» 
sieieaiien Hahnen- dosis Anfangsoberfliche 
Nr. einheiten Liter 
U 188 Ausgangsextrakt 300 3 1 21 11 5 
239 Benzol 15 2 bis 3 1.5 37 25 11 
239 Alkohol 30) 0 3,0 6 —5 12 


Das oben beschriebene Trennungsverfahren wurde auch _ bei 
Testesextrakten mit Erfolg angewendet. Wir sind mittels diesem und 
Anwendung von Destillation zu Praparaten gelangt von etwa 8y pro H.E. 
Die Hochvakuumdestillation als solche ist tibrigens zur Trennung 
geeignet, da das mannliche Hormon bei niedriger Temperatur (— 90°) 
reichlich tibergeht. 

Zusammenfassung. 

Es wird ein Trennungsverfahren beschrieben, um die im Harn 
nebeneinander vorkommenden Sexualhormone, weibliches (Men- 
formon) und mdnnliches, zu trennen und in den verschiedenen Fraktionen 
anzureichern. Hieraus ergibt sich, daB das mannliche Hormon im 
Gegensatz zu Menformon eher einen basischen als einen sauren Cha- 
rakter hat. ‘ 
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Kolloidale Zirkonsiure als Enteiweihungsmittel. 


Von 
Jézsef Erdés und Janos Siirii. 


(Aus der dritten medizinischen Klinik der Universitat und dem Privat- 
laboratorium der Verfasser in Budapest.) 


(Eingegangen am 31. Juli 1930.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Den gebrauchlichen EnteiweiBungsmethoden haften manche Nach- 
teile an. 


Bei der Mehrzah! der Verfahren verunreinigen wir durch fremde Stoffe 
die enteiweiBte Fliissigkeit, wie z. B. bei der Sublimat-, Blei-, Phosphor- 
wolframsiaure-, Uranylacetat- und Zinkmethcde, deren Entfernen weitere 
Manipulationen nétig macht. VerhiltnismiBig am ein'achsten geschieht 
dies mit den iiberschiissigen Blei- und Quecksilberionen, welche durch 
Schwefelwasserstoff leicht und quantitativ in praktisch unlésliche Ver- 
bindungen verwandelt werden. Die Lésung enthilt aber danach einerseits 
H,S, welches man durch Luftdurchsaugen eliminieren kann, andererseits 
treie Salzsiéure bzw. Essigsiiure, welche bei manchen Fillen als unerwiinsc hte 
Beimengungen erscheinen, und de:erl Entfernung eine komplizierte Aufgabe 
bedeutet. Hierbei kahn eine weitgehende Denaturierung der gelésten 
Stoffe eintreten. Bei der Phorphorwolframsiéure und ahnlichen Fallungen 
ist das Wegschaffen der eiweiBfillenden Mittel auch nur mit drei bis vier 
Operationen erreichbar, bei welchen immer die Gefahr an Verlust der 
darzustellenden Substanzen besteht und ebenfalls empiindliche Ver- 
bindungen gefahrdet werden. Bei den sogenannten ,,Aussalzverfahren“, 
z. B. mit Na,SO,, MgSO,, (NHy),.SO, usw. sind die Verhiltnisse ganz 
ahnlich: Hier bleiben ebenfalls bedeutende Mengen des Fiallung mittels 
in Lésung, deren Entfernung oft ganz bedeutende Schwierigkeiten ver- 
ursacht. Die Nachteile der oben aufgefiihrten Methcden sind gewisser- 
maBen bei der EnteiweiBung mit kolloidalem Eisenhydroxyd vermindert, 
die erforderliche héhere Temperatur oder aiuBerst groBer Bedarf an Fallungs- 
mittel ist aber unter Umstinden auf die in Lésung gebliebenen Stoffe nicht 
ohne schadliche Wirkung. 
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Wir haben uns entschlossen, nach einem EnteiweiBungsmittel 
zu forschen, welches folgende Eigenschaften besitzen soll: 


1. Bei Zimmertemperatur zu wirken. 


. y P — 
2. Auch in groBem Uberschu8 angewendet auf einfachste Weise 
entfernbar zu sein. 


3. Mit den mannigfaltigsten EiweiBarten gut filtrierbare und 
zentrifugierbare Niederschlige zu geben. 


4. In neutraler, saurer und alkalischer Lésung zu wirken. 
5. Keine Giftigkeit zu besitzen. 
6. Geringer Preis. 


Es ist bekannt, daB unter den Gliedern der Kohlenst« ff-Titan-Gruppe 
der Elemente die Koble ein auBerordentlich groBes Adsorptionsvermégen 
besitzt ; die Annahme, daB die anderen Elemente der genannten Gruppe 
in entsprechender Modifikation oder Verbindung ebenfalls ein Mittel 
zur adsorptiven EnteiweiBung sein kénnen, schien gerechtfertigt. 
Unsere Analysen vieler Silikatgesteine haben die interessante Tatsache 
erwiesen, daB in diesen das Element Zirkon immer zugegen ist. Nun 
haben wir festgestellt, daB die kolloidale Zirkonsiure gegen CO, ein 
groBes Adsorptionsvermégen besitzt, und daB z. B. aus verdiinnten 
CuS0O,-Lésungen unlésliche Zirkonsiure das Kupfer an ihrer Ober- 
flache ausscheidet. 


Nach diesen ermutigenden Feststellungen haben wir vor allem 
die Darstellung einer kolloidalen Zirkonsiurelésung ausgearbeitet. Die 
Methoden von W’. Biltz (1), Rosenheim und Herzmann (2), A. Miiller (3), 
liefern kein absolut reines Praparat, welches zu biochemischen Zwecken 
brauchbar wiire und unseren Anforderungen entsprechen wiirde. 
B. Szilards Verfahren (4) ist. zu umstandlich, um allgemeine Verwendung 
zu finden, und das erhaltene Produkt ist auBerdem ein ,,heterogenes 
Peptoid‘. Ebenso eignet sich nicht fiir unsere Zwecke die von 
R. Ruer (&) beschriebene Darstellungsweise. 


Die charakteristische Reaktion der C-Ti-Gruppe bei der Hydrolyse : 
Me!’ Cl, + 4H,0—> Me(OH), + 4 HCI 


gestaltet sich beim Zirkontetrachlorid anders, da die Umsetzung in diesem 
‘alle folgenden Verlauf hat: 


ZrCl, + H,O— ZrOCcl, + 2 HCI. 


Es resultiert aus der Lésung das Zirkonylchlorid mit acht Molekilen 
Kristallwasser, ein Produkt, das kein Adsorptionsvermégen besitzt 
und mit Wasser gekocht nicht weiter hydrolysiert. 
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Eine Erwagung fihrte uns aber zur einfachen Darstellung der 
kolloidalen Zirkonsiure bzw. deren Sol. Eine vollstaéndige Hydrolyse 
ist bei solchen Salzen des Zirkons zu erwarten, welche ein schwaches 
Anion enthalten. Die schwache Zirkonbase neigt mit starken Saure- 
ionen gebildeten Salzen bei der Hydrolvse zur ,,Autokomplexbildung*:. 
welche die Hydrolyse hindern. Wenn aber in absolut wasserfreiem 
Medium mit schwachen organischen Sauren hergestellte Zirkonsalze 
der Hydrolyse unterworfen werden, mu6b, gemaf obigen Betrach- 
tungen, die Hydrolyse leicht erfolgen. Und tatsichlich ist es 
uns gelungen, auf solche Weise eine kolloidale Zirkonsdurelésung 
darzustellen. 

Auf Grund unserer Erfahrungen sind wir zu folgende x Verfahren 
gelangt: Fein gepulvertes ZrCl, (von der Firma J. Riedel-De Haen) wird 
mit der vier- bis fiinffachen Menge wasserfreier Essigsaure (Acid. acetic. 
glac. puriss. Merck) griindlich verrieben und auf dem Sandbad zur 
Trockne verdampft. Das Eindampfen wird mit kleinen Essig- 
siuremengen noch vier- bis fiinfmal wiederholt und die Masse mit 
warmem Wasser einige Stunden digeriert, wahrend welcher Zeit 
die Hydrolyse quantitativ verliuft. Man erhilt eine triibe Lésung,. 
welche nach dem Filtrieren eine opaleszierende Fliissigkeit darstellt. 
Man dampft dann auf dem Wasserbad bei etwa 60°C einige Male 
ein, bis keine Essigsiuredimpfe entweichen, —- verreibt mit ein 
wenig Wasser und stellt die Masse in einen mit KOH- Stiickchen 
beschickten Vakuumexsikkator. Nach einer Woche ist das _ Pra- 
parat praktisch essigsiurefrei (und enthalt Chlor nur in Spuren). 
Die Spuren der adsorbierten Essigsiure kénnen aber im abgebildeten 
Apparat leicht und rasch entfernt werden. 


Trockener Damp 








: Trochene 
Wesersad te 


Abb. 1 


Die paradox erscheinende Tatsache, daB die schwache Essigsaure 
die starke Salzsiure austreibt, kénnen wir dadurch erklaren, daB die 
gasférmige Salzsiure durch die fliissige Essigsiure aus dem System, 
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gemaif dem Massenwirkungsgesetz, quantitativ ausgetrieben wird. Die 
Reaktion verlauft also folgendermaben: 


Zr Cl, + 4HOOCCH, —> Zr(C,0,Hs), . 4HCI. 
OH 
OH 

~OH 
OH 


Zr (Cy Og Hs), +4H,O0 —> Zr 4CH, COOH, 


~~ 


Es ist uns auch gelungen, die Essigsiure durch die leichter fliichtige 
Ameisensdure zu ersetzen: wir gelangten dabei ebenfalls glatt zur 
Zirkonsaure. 

Die Teilchengr6Be betragt in 5°, iger Lésung etwa 3 ji, bestimmt 
durch Filtrierbarkeit durch Papiere bekannter Porenweite. 

Die Brauchbarkeit unseres Praparats zur EnteiweiBung haben wir 
vorlaufig an Gelatine, Blutserum und Plasma, sowie an Albumin, Globulin- 
und Fibrinogenlésungen erprobt. Die 5° ,ige wisserige Lésung erschien 
am zweckmaBigsten. Als Beispiel fiihren wir folgende Tabelle an: 


Tabelle I. 








Blutserum Wasser Zr-Lésung 5°), Sulfosalicylsiure Esbach 
eem ecm ecm 
1 4.5 0.5 ++ 7 
1 4.0 1,0 r+ 
{ 3.0 2.0 0 0 
Blutplasma 
1 4.5 0.5 + + t 
1 4.0 1,0 ++ vt 
1 3.0 2.0 0 0 


Kin Uberschug der Zirkonsiure wird vom Niederschlag  fest- 
gehalten, nur wenn das Fillungsmittel in allzu groBem UberfluB zugegen 
ist, kann etwas davon in die enteiweibte Lésung gelangen: Diese Menge 
ist aber durch Erwarmen oder durch Verschiebung des py der Lésung 
leicht zu entfernen und bei gewisser Vorsicht und Erfahrung ganz 
vermeidbar. 

Die Unschddlichkeit eines Eiweibfallungsmittels ist hauptsiachlich 
dann sehr vorteilhaft, wenn das enteiweibte Produkt parenteral 
einverleibt wird und die eventuellen Verunreinigungen durch Spuren 
des Fallungsmittels ungiftig sind. 


Nach diesen Feststellungen hat der eine von uns (Erdés) unsere 
kolloidale Zirkonsaéurelésung auch zu weiteren Anwendungsmdglich- 
keiten herangezogen, indem er seine in G. Hetényis Aufsatz (6) — tiber 
..Die Rolle der Muskulatur in der Blutzuckerregulation‘ mitgeteilte 
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Extraktionsmethode mit der ZirkonséureenteiweiBung kombinierte. Er 
kam zu folgenden Ergebnissen: 


Die Toxizitét unseres Priparats ist auBerst gering — es beeintluBt 
auch nicht den Blutzucker —, da es 3000 g schweren Kaninc hen in Mengen 
von 3,0 bzw. 6,0g mit der Schlundsonde verabreicht, keine Vergiitungs- 
symptome hervorgerufen hat. Ein Versuchsprotokoll sei nachstehend 
wiedergegeben : 

Tabelle LI. 





Datum Gewicht Urin oe Faces Blutzucker 
Eiweifb 
1928 gZg ecm gr 96 
| 

18. XI. 2950 40 negativ | 13 0,109 
20. XI. 3900 40 po 15 3g Zr per os 
21. XI. 2850 45 “ 14 0,112 
22. XI. 2800 | 40 - 16 0,106 
23. XI. 2850 42 i 12 
26. XI. 2800 44 ‘i 14 0,117 
28. XI. 2950 | 41 és 17 | 

1. X11. 2850 43 - 13 0,112 
Auch intravenés ist die kolloidale Zirkonsiéure allerdings in ver- 


diinnter Lésung — unschiidlich. 5,0 und 7,0 ccm der 0,5- bzw. 0,1° igen 
Lésung, Kaninchen von 2700, 2500 bzw. 3100 und 2900 g Gewicht ein- 
gespritzt, wurden ohne irgendwelche Symptome ertragen (9,5 bis 14 bzw. 
1,6 bis 2,1 mg/kg). Solche Mengen sind als Verunreinigung sicher aus- 
geschlossen, da, wie schon erwihnt, das Entfernen des eventuellen Uber- 
schusses der Zirkonséure leicht ausfiihrbar ist. Einem 1850 g schweren 
Kaninchen wurde 0,5g der Zirkonsiure in 10°,iger Lésung intravenés 
injiziert, das Tier starb aber wihrend der Einspritzung. Als Todesursac he 
wurde bei der Obduktion Thrombotisierung gefunden, offenbar durch 
mechanischen VerschluB der Kapillaren. {[Blutzucker: vor der Einspritzung 
0,113°,, etwa 10 Minuten nach dem Tode 0,111°, (im Herz). | 


Die hyperglykimisierende Wirkung eines Extrakts nach der 


urspriinglichen Beschreibung EnteiweiBung mit kolloidalem Kisen- 
hydroxyd ~~ bei 75° C (6) war folgende: 














Auf gleiche Weise extrahierter, aber statt mit Eisenlésung mit 
5°.iger Zirkonséurelésung bei gewéhnlicher Temperatur vollstandig 
enteiweiBter Extrakt -- auf 100ccm = 100g Muskelauszug wurden 
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Kolloidale Zirkonsaéure als EnteiweiBungsmittel. ll 


33cem der Zirkonlésung verbraucht hat folgende Blutzucker- 
erh6éhung verursacht: 











Abb. 3. 


Abb. 4 veranschaulicht ebenfalls die Wirkung der aus gleichem 
Ausgangsmaterial verfertigten, aber teils mit dem Alteren LEisen-, 
teils mit dem neuen Zirkonverfahren enteiweibten Muskelextrakt. 
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Zum Vergleich einiger Bestandteile der eciweibfreien Extrakte 
diene folgende kleine Tabelle: 


Tabelle ITI. 





Enteiweibungsmittel Eisen Zirkon 
Molekulare Gefrierpunktserniedrigung ..... . 0,425°C 0,550°C 
NH,-Gruppen (g/1% ccm) . . re eer 0,017. 0,922 
Aziditat (cem n/L0-Lauge pro ee re 14,0 28,0 
I No ee ee ae 0,069 0,137 
RO in ee ad 0,277 % 0,343 % 


Die Wirkung der eiweibfreien Extrakte auf den Blutzucker ist also 
qualitativ und quantitativ gleich. Die Differenz der Lésungen in den 
Gefrierpunkten, sowie im NaCl-Gehalt, in der Aziditaét und daraus 
berechneter H,SO,-Menge ist durch das gréBere Adsorptionsvermégen 
des Eisen-EiweiBniederschlags gegen das Natriumchlorid und dic 
Schwefelsiure erkliarbar. Der gréBere NH,-Gehalt der mit Zr ent- 
eiweiBten Lésungen steht mit unseren Erfahrungen iiber das -— z. B. 
gegeniiber der bei der Reststickst« fibestimmung gebrauchten Phosphor. 
wolframsaure und dem kolloidalen Eisensol verminderte Vermégen 
der Zirkonsiure, N-Basen zu fallen, in gutem Einklang. 
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Unsere schonende EnteiweiBungsmethode mit kolloidaler Zirkon- 
siure hat sich also auch bei diesen Versuchen bewahrt. 


Zusammenfassung. 
1. Es wird ein neues Verfahren zur Darstellung der Zirkonsaure 
mitgeteilt. 
2. Eine EnteiweiBungsmethode mit kolloidaler Zirkonsaéure als 
Fallungsmittel wird beschrieben und deren Vorteile dargelegt. 
Wir beabsichtigen die Methode weiter auszubauen und den Cehalt 


an N-Basen der mit kolloidaler Zirkonsiure cnteiweiBten Lésungen 
genauer zu untersuchen. 


Literatur. 
1) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 35, 4436, 1902; 37, LLOO, L105, LLOY, 
1904. — 2) Ebendaselbst 40, 813, 1907. — 3) Zeitschr. f. anorg. Chem. 52, 


316, 1907. — 4) Journ. de chim.-phys. 5, 488, 1907; Beitr. z. allgem. Kolloid- 
chemie. Verlag Th. Steinkopff. — 5) Zeitschr. f. anorg. Chem. 48, 85, 1905. 
6) Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 67, 772, 1929. 














Ein Beitrag zur Kinetik der fermentativen Prozesse. 


Uber die Kinetik der Invertase'. 


Von 
E. Awtonomowa. 


(Aus dem Biochemischen Laboratorium der Nordkaukasischen Staats- 
universitat, Rostow am Don.) 


(Eingegangen am 26. Oktober 1930.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Zur Beschreibung des Verlaufs der Invertasereaktion wurde eine 
groBe Anzahl empirischer Formeln vorgeschlagen, die jede mehr oder 
weniger den experimentellen Ergebnissen in bestimmten Grenzen der 
Zucker- und Fermentkonzentration derart gerecht wird, daB sich eine 
Konstante ergibt [Henri (1), Bodenstein, Arrhenius (2)]. Diese Formeln 
setzen meistens die Existenz einer Verbindung zwischen Ferment und 
Substrat einerseits und zwischen Ferment und den Reaktionsprodukten 
andererseits voraus: das Gleichgewicht zwischen diesen Verbindungen 
wird dann nach dem Massenwirkungsgesetz bestimmt. 

Da aber weder tiber das Mengenverhaltnis der Komponenten 
in diesen Verbindungen, noch iiber ihre Stabilitat irgendwe!che Angaben 
vorliegen, so haftet den Formeln der alteren Arbeiten (//enri, Arrhenius) 
der Fehler an, daB sie dariiber irgendeine willkiirliche Annahme machen 
und deshalb fiir die Charakterisierung des Verlaufs der fermentativen 
Reaktion nur geringe praktische Bedeutung haben. 

Unter den neueren Arbeiten tiber die Kinetik der Invertase ver- 
dienen die Arbeiten von Michaelis das gréBte Interesse; er nimmt an, 
daB die Invertase mit dem Rohrzucker eine labile Verbindung bildet, 
die in freies Ferment, Glucose und Fructose zerfallt, und daB die Ge- 
schwindigkeit der Inversion in jedem gegebenen Augenblick der Kon- 
zentration der Rohrzuckerverbindung des Ferments proportional ist. 


Vorgetragen auf der Dritten regionalen Tagung der russischen 
Physiologen zu Rostow am Don im Dezember 1929. 
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Er sagt: ,,Wenn 1 Mol Enzym mit 1 Mol Rohrzucker eine Verbindung 
von | Mol Zucker-Enzymverbindung eingeht, so lehrt das Massenwirkungs- 
gesetz, daB stets: 

(R).(® — mw) = Kngqy ... (1M). 


Hier ist (FR) = die Konzentration des freien Rohrzuckers oder, da ja vom 
Rohrzucker immer nur ein verschwindend kleiner Teil durch das Enzym 
mit Beschlag belegt ist, auch die Gesamtkonzentration des Rohizuckers: 
* = die gesamte molare Enzymkonzentiation; g = die Konzentration 
des gebundenen Enzyms, oder der Enzym-Zuckerverbindung, also (# — ¢) 
die Konzentration des freien Enzyms; AK, = die Dissoziationskonstante 
der Michaelisschen Gleichung (1 M). 

Hieraus folgt, daB: 

(R) 
(R) + Ky, 

Dieser Menge muB8 also die Anfangsgeschwindigkeit ,,v‘* der Inversion 
immer proportional sein, oder: 


g—® - (2M). 


(R) 
v—c-@- > «+e (3M), 
(R) = Ky, 
wo e den Proportionalitatsfaktor bedeutet. Da wir experimentell in einem 
willkiirlichen MaBsystem messen und da ® in einer Versuchsserie konstant 
gehalten wird, so kénnen wir 
v 
c® 
einfach als V bezeichnen. V ist somit irgendeine Funktion, die aber der 
wahren Anfangsgeschwindigkeit proportional ist. So ist 
V (R) 
(R) + Kn 


Diese Funktion ist formal dieselbe, wie die Dissoziationsrestkurve 
eier Saure‘‘?. 


+++ (4M). 


Infolgedessen bestimmt Michaelis die Dissoziationskonstante der 
Enzymrohrzuckerverbindung nach der graphischen Methode, analog wie 
man die Dissoziationskonstante von Saéuren bestimmt. Dazu benutzt er 
die Logarithmen der Zuckerinversionsgeschwindigkeit in den Aniangs- 
stadien des Prozesses, wenn der Eintlu8 der Reaktionsprodukte sich noch 
nicht 4uBert. Unter Verwendung des gefundenen Wertes (0,016) fiir Ky», 
bestimmt er aus dem Vergleich der Anfangsgeschwindigkeiten der Reaktion 
in einer Rohrzuckerlésung einmal nach Zusatz einer bestimmten Menge 
Fructose und das andere Mal ohne diese die Dissoziationskonstante der 
Enzymfructoseverbindung Ky, und dann auf dieselbe Weise die Konstante 
Km, der Enzymglucoseverbindung. Nach der Bestimmung dieser drei 
Konstanten (Ky, = 0,016, Km, = 0,058 und Ky, = 0,089) gibt Michaelis 
folgende Gleichung fiir den ProzeB der Rohrzuckerspalt ung durch Invertase : 


ray age. 2 Pe Pe FD. 1 Ee See 
t \a x. + Kz) ““an” fo. oe K..) ai 


1 


' Zitiert aus H. Euler, Chem. d. Enzyme, Teil I, 8. 112. 
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Jedoch hat Laurin im Laboratorium von Euler fiir Kj, zwar eine 
Konstante, aber einen anderen absoluten Wert gefunden (0,026). 

Die Formel von Michaelis hat fiir die Theorie des fermentativen 
Prozesses grobe Bedeutung. Sie gibt aber keine direkte Angabe fiir 
seine quantitative Beurteilung. 

Die vorliegende Arbeit stellt einen Versuch dar, eine mathematische 
Formel fiir den Verlauf der Rohrzuckerspaltung durch Invertase 
unabhangig von allen Theorien tiber den fermentativen ProzeB zu 
geben und dabei eine praktisch anwendbare Gleichung zu finden, die 
die Aktivitat des Ferments in jedem Falle zu berechnen erlaubt. Diese 
Aufgabe wurde fiir die Katalase erfolgreich gelést?. 

Um diese Reaktion zu formulieren, wurde von Mazimovitsch folgendes 
System von Differentialgleichungen vorgeschlagen: 


dx CIA B 
= A—@z — y), 
dt ie ‘ 
dy 
= O(4—2(B—y),| 


wobei mit A die Anfangskonzentration des Substrats (H,O,), mit B die 
Anfangsaktivitat des Ferments (der Katalase), mit 2 die Menge des im 
Zeitraum ¢ gespaltenen Substrats (H,O,), und mit y die in derselben Zeit 
zerstérte Katalase bezeichnet wurde. 

Dieses System von Gleichungen sieht vor, daB die fermentative Reaktion 
der Katalase aus zwei gleichzeitig verlaufenden Prozessen besteht : 

1. die Spaltung des Substrats unter der Wirkung des Ferments und 

2. die Verainderung der katalytischen Wirksamkeit des Ferments 
unter dem EintluB irgendwelcher Ursachen. Diese beiden Prozesse sind 
dadurch miteinander verkniipft, daB die Geschwindigkeit des einen die 
des anderen beeintluBt. 

Die erste Gleichung gibt die Spaltungsgeschwindigkeit des Substrats 
durch das Ferment mit dem Proportional.tatsfaktor C an, die zweite die 
Geschwindigkeit der Veranderung der Fermentaktivitat mit dem Pro- 
portionalitatsfaktor C,.. Durch Um‘formungen und Eintiihrung neuer Be- 
zeichnungen werden die beiden Gleichungen zu einer einzigen zusammen- 
gezogen : 

dz 


= C,(A — x) (D— 2), 
dt . 
deren Integration 

n l 1 D(A — x) t) 
os — ° 4 . ( 
. t A—D~ A(D—2z) 
ergibt. 

Diese Formel gibt bei ihrer Anwendung auf die experimentellen Er- 
gebnisse im Falle der Katalase innerhalb weiter Grenzen der Versuchsbedin- 
gungen eine echte Konstante. AuBerdem stellt die in die Gleichung ein- 
getiihrte GréBe D, die der ‘Fermentaktivitét proportional und ein Aus- 





1 Siehe Mazimovitsch u. Awtonomowa, Zeitschr. f. physiol. Chem. 174, 
233, 1928. 
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druck fiir die gréBte Substratmenge ist, die durch ein bestimmtes Ferment- 
praparat abgebaut werden kann, ein natiiliches Ma’ der Ferment- 
wirkung dar. 

Man kann annehmen, da® nicht nur die Reaktion der Katalase, 
sondern auch jeder andere fermentative ProzeB als das Ergebnis zweier 
gleichzeitig wirkender Prozesse betrachtet werden kann: |. der fermen- 
tativen Spaltung des Substrats, und 2. der Veranderung der katalytischen 
Kraft des Ferments wahrend der Reaktion, und da8 deshalb die 
Formel von Mazimovitsch weitgehende Anwendung auf dem Gebiet 
der Fermentkinetik finden kann. 

Die Kinetik der Invertase unterscheidet sich nun dadurch erheblich 
von der der Katalase, daB die Aktivitaét der Invertase sich gew6éhnlich 
wahrend der Arbeit vergréBert, wahrend die der Katalase sich im Gegen- 
satz dazu meistens wahrend der Reaktion verringert. Man ersieht 
das aus der Tatsache, daB die nach der Formel einer Reaktion erster 
Ordnung berechnete Konstante im Falle der Invertase gewéhnlich 
steigt, wihrend sie bei der Katalase fast immer fallt. 

Die Formel von Mazimovitsch sieht nimlich in der Form, wie sie 
fiir die Katalase vorgeschlagen wurde, den Fall vor, daf der ProzeB 
von einer Abnahme der Fermentaktivitat, nicht aber von ihrer Zunahme 
begleitet ist; deshalb kann diese Forme] auf die Invertase nicht ohne 
weiteres angewendet werden. 

Man konnte vermuten, dab die Ausgangsgleichungen von Mazi- 
movitsch bei ihrer Anwendung auf die Invertase in folgender Weise 
abgeaindert werden muBten: 


dz 

rr = C(A—2x)(B+ y) | 

d (TT) 
y P 

Se ee |. 

7 ,(A — x) (B » | 


Diese beiden Gleichungen unterscheiden sich von den vorher- 
gehenden dadurch, daB hier anstatt des Faktors (B-—y) das Glied 
(B+-y) steht, was Wer Zunahme der Fermentaktivitat wahrend der 
Reaktion entspricht. 

Wir dividieren die zweite Gleichung durch die erste, dann ist, 
da C und C, Konstanten sind, auch 

dy a C, _£ 
ax C 


eine Konstante. 


Das ist die abgeleitete Funktion der beiden ersten. 


Aus der Differentialgleichung dy — Eda entsteht durch Integration 
die Gleichung 
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Fir den fermentativen Proze} ist aber A — 0, da fiir x = 0 auch 
y = © ist; folglich ist y = Ex. 

Den erhaltenen Ausdruck fiir y setzen wir in die erste der beiden 
Gleichungen ein und bekommen: 


lx 
a = C(A—2z)(B+ Ex) 
oder 
dx B 
= CH(A —:; : 
Tr E(A ) (> 4 r) 


Bezeichnen wir B/E = D und ersetzen C.F durch den gleichen 
Wert C,, so bekommen wir: 


dx 


Ti C, (A — x) (D+ 2). 


Die Integration dieser Gleichung ergibt: 


Oy tee 1 | ™ A(D 4 x) 2) 
t A+D” D(A—2z) 

Aus den Tabellen I und II ist zu ersehen, daB die Anwendung 
dieser Forme] auf die Versuchsergebnisse eine wirkliche Konstante 
ergibt, auch wenn die Konzentration des Zuckers in weiten Grenzen 
variiert wird, so daB also die Formel in der Tat den Verlauf der Reaktion 
gut wiedergibt. Die GréBe D hat auch hier einen ganz bestimmten 
physikalischen Sinn. Sie bezeichnet die Anfangsaktivitat des Ferments, 
kann also als MaB der Fermentaktivitat dienen. 


Tabelle I. 
A 13,71 . 1,313 18.00. ¢ 20°C... 





C= 
2 fo= tthe D 
zr 
t Drehung |Drehungs- Cy = " D ; A (D + 2) 
anderung Pa. lg : DIA x) 
A r 2 
Min. bei D = 28 


0 13,72 — se 
10 13,64 0,07 _ — 

25.9 12,77 0,94 00,0363 0,060899 D(#25.9— 66) 28 0,000 031 60 
66 11,36 2,35 0,0356 0.009921 D (t25,9—185,9) = 28 0,909 031 49 
185.9 7,52 619 0,0333 0,000 985, D (#66 —185,9) = 28 0,000 0308 
365.9 3,11 10,60 0.0299 0.090367 | D (166 —365,9)— 30 0,000 0381 22 


5459 —O0O17 13.88  0,0254 0,092 82 — 0,009 032 50 
Biochemische Zeitschrift Band 231. 9 
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Tabelle II (Michaelis). 
A 5,69. ¢ 18°C. 





P 1 
z fa “t= 04 + D) 
t Drehung Drehungs-) (') = ; Ny, D , A(D+ 2) 
anderung ‘lg ; _ - 8 D(A— 2) 
Min. ) bei D=8 


0 4,334 0 — _ 
0,5 4,324 O01 | - 
21,0 3,945 0,389 |0,0185 0.09145 Dit 21— 60)— 85  0,0001787 
60.0 3,260 1,974 (9.0179 0.00151 D(t 21—130)=—8,0 0,000 173 1 
130,090 2129 2,205 0,9170 0,90164 Dt 21—190)—80 0,0091798 
190.0 1,339 3.095 0,0158 0,00171 D(t 60—130)--7,2 0,000 1781 
246,0 0,744 3,590 0,0148 000176 D(#130—19)9)— 85 0,0001763 
Die Messungen wurden in tolgender Weise durchgetiihrt: 150 ccm 
Rohrzuckerlésung (in der Tabelle I ungefahr 19° ig) wurden mit 100 cem 
Fermentlésung, bestehend aus 20ccm Bierhefeextrakt, 20ccm n/10 
CH,COOH, 20cem n/10 CH,COONa + 40cem Wasser vermischt. 
Der Zeitpunkt der Vermischung des Zuckers mit dem Ferment wurde 
genau nach der Uhr notiert. Aus der reagierenden Mischung wurden zu 
den in der ersten Spalte der Tabelle I angegebenen Zeiten mit der Pipette 
Proben von 25 ccm entnommen und in ein vorher bereitgestelltes Glaschen 
mit 3ccm 0,5n Na,CO, gegossen. Auch dieser Moment wurde nach der Uhr 
notiert. Das kohlensaure Natron macht das Milieu alkalisch und bringt 
dadurch die Zuckerspaltung zum Stillstand (gleichzeitig beseitigt es die 
Birotation des Traubenzuckers). Dann wurde die Lésung in ein Polari- 
meterrohr gefiillt und der Drehungswinkel gemessen 
In der zweiten Spalte der Tabelle ist die beobachtete Drehung in 
Winkelgraden angegeben, die dem in der ersten Spalte angegebenen 
Zeitpunkt entspricht ; in der dritten die Anderung der Drehung wahrend 
des verflossenen Zeitraumes ¢t, eine GréBe, die der Menge des gespaltenen 
Zuckers proportional ist.. In den Spalten 4, 5 und 7 sind die Konstanten 
angegeben, wie sie sich nach den Formeln einer Reaktion nullter Ord- 
nung, erster Ordnung und nach der vorgeschlagenen Forme] berechnen. 
Der letzte Wert ist tatsichlich recht gut konstant, waihrend der erste 
einen sinkenden und der zweite einen steigenden Gang aufweist. In 
der sechsten Spalte sind die Werte D, die fiir verschiedene Reaktions- 
intervalle berechnet wurden, angefiihrt. Dieser Wert bleibt wahrend 
3 Stunden streng konstant. Der Wert A, der die Drehungsainderung 
bei vollstandiger Reaktion angibt, wurde durch Multiplikation der 
Anfangsdrehung mit 1,313 erhalten. Die Anfangsdrehung wurde in 
einem besonderen Ansatz, bestehend aus 3 cem 0,5 n Na,CO, + 15 eem 
Zuckerlésung + 10 ccm Fermentlésung, bestimmt. 
Wiahrend des Versuchs wurde die Temperatur der reagierenden 
Mischung unverandert auf 20°C gehalten. 
In Tabelle II wurde die vorgeschlagene Forme] auf die experimen- 
tellen Ergebnisse von Michaelis angewendet. 





: 
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Die Berechnung der Reaktionskonstante wurde in folgender Weise 
ausgefihrt : 
l 1 A (D+ 2) 
C, = —- g 
t AtD” D(A—z) 
In die Forme] werden die Werte x, und x, (die Drehungsaénderungen 
zu den Zeiten t, und ¢,) eingesetzt: dann erhalt man zwei Gleichungen 
mit zwei Unbekannten: D und C. 
A (D+ x,) 
C.t,(A+ D) = kg ———? 
aoidinis °D(A— x) 
A (D + 24) 


C.t,(A + D) = lg — 
y © D(A ry) 


Nach der Division der ersten Gleichung durch die zweite und nach 
einigen Umformungen erhalten wir: 


le D+ z, =" A ; 

D A i, #(D) 
™ D+ x | le A t. 

D A = 


In dieser Gleichung erscheint D als eine unbekannte GrdéBe. 
Da D unter dem Logarithmenzeichen steht, mu fiir D ein Wert 
gefunden werden, bei dem die Gleichung sich in 0 verwandelt. Der 
fir D gefundene Wert wird in die Gleichung 2 eingesetzt und dann 
wird C, berechnet. 


Die Formel, die von Mazimovitsch fiir die Katalase, und die, die 
in dieser Arbeit fiir die Invertase vorgeschlagen wurde, stehen mit- 
einander in enger Beziehung: ihrer Aufstellung wurden dieselben 
Voraussetzungen zugrunde gelegt, ihre mathematische Struktur ist 
dieselbe, beide Formeln stehen in bestimmtem Verhaltnis zu der 
Gleichung der Reaktionen erster Ordnung. Es ist nicht schwer ein- 
zusehen, da das System von Differentialgleichungen, das der Ab- 
leitung beider Formeln zugrunde gelegt wurde: 


dx 
a C(A— 2x) (Bry), | 
. (l und I) 
y 
i C, (A— x) (B+y), | 
wenn y = 0 ist, sich zu der Gleichung 
dz 
= C(A —2z)B 
dt *) 


vereinfacht, d. h. zu der Gleichung der Reaktion erster Ordnung. 


9* 
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Der Aufstellung der Gleichungen I und I, wie auch der Gleichung 
der Reaktion erster Ordnung, liegt das Massenwirkungsgesetz zugrunde. 
Die fiir einen besonderen Fall erhaltenen Formeln I und II miissen 
in der Kinetik der Fermente eine allgemeine Bedeutung haben. Unter 


Verwendung dieser Formeln kénnen wir fiir die Kinetik der fermen- 
tativen Prozesse folgendes Schema geben: 


x 
OC-4 


— AlD+ x) 
Mo yy 9 Da-z) 





1 Feaktion erster Oramung 
C-L4 A 
t VA-z 


7 WA-z) 
2 C-q 9 40-x) 








Abb. 1. 
Schema der fermentativen Prozesse. 


1. Dieses Schema umfaBt alle méglichen Falle von fermentativen 
Reaktionen. Im Idealfall folgen die Fermente wie Katalysatoren dem 
Gesetz der Reaktionen erster Ordnung (Kurve 1). Es ist wohl méglich, 
daB fiir jedes Ferment die Bedingungen, bei denen die Reaktion nach 
diesem Typus verliuft, realisierbar sind. Das sehen wir wenigstens 
fiir die beiden von uns genau studierten Fermente: Katalase und Inver- 
tase. Beide zeigen unter gewissen Reaktionsbedingungen denselben 
Reaktionsverlauf. 


2. Haufiger aber weicht der fermentative ProzeB von diesem 
idealen Typus ab; diese Abweichungen kénnen von zweierlei Art sein: 

a) Nimmt die Aktivitat des Ferments wahrend der Reaktion ab, 
so verlauft die Reaktion nach Art der Kurve 2. In diesem Falle zeigt 
die Konstante, wenn man sie nach der Formel der Reaktionen erster 
Ordnung berechnet, einen Gang im abnehmenden Sinn. Katalase gibt 
zahlreiche Beispiele eines solchen Reaktionsverlaufs. 


b) Steigt die Aktivitét des Ferments waihrend der Reaktion, so 
weicht der ProzeB vom Gesetz der monomolekularen Reaktion in der 
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Richtung der Kurve 3 ab. Berechnet man die Konstante nach der 
Formel der Reaktionen erster Ordnung, so zeigt sie einen ansteigenden 
Gang. Die Invertase zeigt haufig einen solchen Reaktionsverlauf. 
Katalase weicht fast immer vom Typ der Reaktion erster Ordnung im 
Sinne abnehmender Konstanten ab. Unter gewissen Bedingungen findet 
man aber auch hier eine wachsende Konstante erster Ordnung. Viele 
Beispiele fiir einen derartigen Reaktionsverlauf mit Katalase finden sich 
in den Arbeiten von Wédntig und Stdche (5). 


Invertase weicht hauptsachlich in Richtung wachsender Kon- 
stanten vom Gesetz der Reaktionen erster Ordnung ab bis zum Typ 
der Reaktion nullter Ordnung ; ein diesem Typ nahestehender Reaktions- 
verlauf zeigt sich in Zuckerlésungen groBer Konzentration (Tabelle IT1). 
Aber auch Invertase kann eine sinkende Konstante erster Ordnung 
zeigen (Tabelle IV). 

Tabelle 111. 








A 30,94. 
é Drehung Dudes C= * C = lg 2 
Min. ainderung t t A-—@z 
0 23.64 _ 
1,5 23,62 0.02 _— 
2.8 23.60 0.04 inte = 
40 22.54 1,19 0,0275 0,000 393 
160 19,35 4.26 0.0266 0,000 402 
240 17,24 6.40 0.0267 0,000 419 
325 15,10 8.54 0.0263 0,000 432 
405 13,32 10,32 0.0255 0,000 435 
Tahelle 1V. 
A 3,57. 
t Drehung a a C= = c . lg . 
Min. anderung t t A—z 
0 2.72 
1 2.64 0,08 ea a 
7 2.18 0,54 0.0771 0,010 2 
40 1,54' 1,18 0,0295 0,004 1 
69 1,20 1,52 0.0253 0,094 0 
80.5 0.916 1,804 0,0224 0.093 8 
110 0,524 2.196 0.9199 0.003 77 
148 0,310 2.41 0.0163 0,903 3 
178 0,140 2,58 0,0148 0,003 2 


3. Die Bedingungen, unter denen die Reaktionskinetik von dem 
einen Typ in den anderen tibergeht, sind fiir diese beiden Fermente 
gut bekannt. Um eine sinkende Konstante fiir Invertase zu bekommen., 
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muB man eine sehr niedrige molekulare Zucker- und eine verhaltnis- 
maBig groBbe Fermentkonzentration wahlen. 

Im Gegensatz dazu zeigt die Katalase bei kleiner Konzentration 
des Substrats (H,O,) und bei relativ groBer Aktivitét des Ferments 
eine ,,steigende Konstante“ erster Ordnung. 

Man kann also diesen und, wie es scheint, iiberhaupt allen Fermenten 
keinen bestimmten Reaktionstyp zuschreiben. Die Kinetik der Fer- 
mente ist vielmehr veranderlich. Oft kann man beobachten, daB der 
Typus der Kinetik wahrend einer Reaktion sich andert. Katalase zeigt 
z. B. am Anfang der Reaktion sehr oft ein Ansteigen und in den folgenden 
Stadien ein Abfallen der Konstante erster Ordnung. Fermente werden 
als Katalysatoren leicht durch hemmende oder aktivierende Agenzien 
beeinfluBt, deren Natur nicht immer feststellbar ist. 

4. Aus dem Beispiel der Katalase und der Invertase kann man 
aber ersehen, dab die Fermente offenbar dazu neigen, vom Typus der 
monomolekularen Reaktion in einer bestimmten Richtung abzuweichen. 
Wie schon erwahnt, weicht die Katalase in der tiberwiegenden Zahl 
der Fille in der Richtung der ,,Senkung“ ab, die Invertase dagegen 
zeigt meist einen ,,Zuwachs der Konstante erster Ordnung. 

Auf den ersten Blick scheint es so, als 4uBerten sich in dieser so 
deutlich ausgepragten Tendenz die individuellen Verschiedenheiten 
der Fermente. Doch ist die Ursache dieses Unterschiedes im Ver- 
halten der Fermente eher in den Arbeitsbedingungen als in ihrer fermen- 
tativen Natur zu suchen. In der Tat erscheint im Falle der Katalase 
als Substrat H,O,, ein auBerordentlich starkes chemisches Reagens, 
das deutlich zerstérend auf das Ferment wirkt, dagegen haben die 
Reaktionsprodukte keinen bedeutenden Einflu8 auf den Verlauf des 
Prozesses, da sie einerseits aus Wasser, andererseits aus molekularem 
Sauerstoff, der gréBtenteils in die Luft entweicht, bestehen. Im Falle 
der Invertase aber ist das Substrat Rohrzucker, der keinen EinfluBb 
auf den Verlauf der Reaktion ausiibt, dagegen hemmen die Reaktions- 
produkte den ProzeB. 

Diese Verschiedenheit in den Eigenschaften des Substrats und 
der Abbauprodukte, d.h. der Unterschied in den Milieubedingungen, 
unter denen diese beiden Fermente arbeiten, fiihrt zu dem scheinbaren 
Gegensatz in. ihren. Eigenschaften. 


5. Die Tatsache, daB bei der Veranderung der Wirkungsbedingungen, 
bei der Verminderung des hemmenden Einflusses in dem einen Falle 
und bei seiner Steigerung im anderen, die Kinetik dieser Fermente 
einander angeglichen und dann sogar ein Wechsel in den Typen ihrer 
Reaktionskurven erzwungen werden kann, spricht fiir die Uberein- 
stimmung in ihrem Wesen. 
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6. Alle méglichen Falle der Kinetik fermentativer Prozesse sind 
durch die folgenden Formeln erfaBt : 


0 a 1 D(A — x) 4 

a t A—D *~A@—-z)’ ; 
l l A(D+ 2) 

— . - |g . (2 

C1 t A+D lg D(A — 2) 


Die erste driickt das Reaktionsgesetz in den Fallen aus, bei denen 
der ProzeB unter Abnahme, die zweite in denen, wo die Reaktion unter 
Zunahme der Fermentaktivitaét verliuft. 

Bei gewissen Werten der neu eingefiihrten GréBen gehen die beiden 
Formeln, wie schon erwahnt, in die Gleichung der Reaktion erster 
Ordnung iiber und dementsprechend verlauft der fermentative ProzeB, 
unter gewissen Bedingungen, nach dem Typus der monomolekularen 
Reaktion. 

Diese beiden Formeln geben also zusammen mit der Forme] erster 
Ordnung einen einheitlichen Ausgangspunkt fiir das Studium der 
Kinetik der fermentativen Reaktionen. Sie sind frei von willkirlichen 
Annahmen, weil sie unabhangig von allen Hypothesen tiber das Wesen 
der fermentativen Reaktionen aufgestellt sind und sich nur auf das 
fiir saimtliche chemischen Prozesse_ giiltige Massenwirkungsgesetz 
stutzen. 





7. Der Wert D, der in beiden Formeln auftritt, und der der An- 
fangsaktivitat des Ferments proportional] ist, gibt die Méglichkeit zu 
einer quantitativen Bestimmung der Fermentaktivitat. 

8. Die Anwendbarkeit der Forme] fiir diesen Zweck ist allerdings 
durch ihre mathematische Struktur sehr beschrankt. Fir D, eine 
GréBe, die der Anfangsaktivitat des Ferments proportional ist, muB 
sich, nach dem Wesen der Dinge, ein konstanter Zahlenwert bei ihrer 
Berechnung aus verschiedenen Intervallen der Reaktion ergeben. 
Bei der Betrachtung der folgenden Gleichung: 


D+ 2, A 
lg D ‘Siam & 
= D+ x, | ; A j 
8 D 84 — 2, 


ist leicht einzusehen, daB man in der Praxis denselben Wert fiir D in 
verschiedenen Reaktionsintervallen bekommen kann, wenn sich der 
Wert von D nicht zu sehr von dem von A unterscheidet. Im um- 
gekehrten Falle beeinflussen selbst die kleinsten Ungenauigkeiten bei 
der Messung von z,, wie sie die unvermeidlichen Versuchsfehler mit 
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sich bringen, die GréBe D so sehr, daB sich fiir verschiedene Zeitraume 
der Reaktion so verschiedene Werte berechnen, dafsi man daraus keinen 
Mittelwert nehmen kann. In diesem Falle kann man die GréBe D 
nicht als MaB fiir die Aktivitat des Ferments benutzen. 


Herrn Professor W. P. Welmin, der dieser Arbeit viel Interesse ent- 
gegengebracht hat, sage ich meinen autrichtigsten Dank. 
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Untersuchungen auf dem Gebiete der Tabakchemie. 


IV. Mitteilung: 
Zur Methodik der Tabakrauchanalyse. 


Von 
N. J. Gawrilow und A. W. Koperina. 


(Aus dem Laboratorium fiir organische Chemie der ersten Staatsuniversitat 
zu Moskau und dem wissenschaftlichen Kontrollaboratorium der ersten 
Staatlichen Tabakfabrik des Mosselprom.) 


(Eingegangen am 28. Oktober 1930). 
Mit | Abbildung im Text. 


Die von uns in unseren vorigen Untersuchungen! angewandte 
Methodik zur Analyse des Tabakrauches schien uns ungeniigend ; erstens 
nimmt das Verbrennen von Tabak in Zigaretten viel Zeit in Anspruch, 
und zweitens entweicht ein Teil des Rauches unmittelbar in die Luft, 
ohne die AdsorptionsgefaBe zu passieren, was auf die quantitative 
Analyse der stickstoffhaltigen Substanzen nicht ohne EinfluB bleiben 
kann. Die Resultate schwanken je nach den innegehaltenen Bedingungen : 
Breite des Mundstiicks, Geschwindigkeit des Luftstroms usw. Um die 
angefiihrten Mangel zu beseitigen, fiihrten wir eine neue Methodik 
des Tabakverrauchens ein: 20g Tabak werden in eine Retorte aus 
Pyrex- (oder Quarz-) Glas von 180 bis 200cem Inhalt von etwas 
langlicher Form gebracht (Abb. 1). 

Der Tubus wird luftdicht mit einem Korkpfropfen verschlossen, 
durch welchen ein Rohr (a) mit verdiinntem Ende (c) gezogen wird. 
Das Rohrende soll fast bis zum Boden reichen. Die mit Tabak be- 
schickte Retorte wird mit dem Adsorptionsapparat vereinigt, der aus 
drei Vorlagen mit n/10 H,SO, und darin eingetauchten Gasfiltern 
besteht. Darauf wird durch das Rohr (a) mit Hilfe einer Pumpe ein 
Luftstrom von ungefahr 1 Liter in der Minute durchgesaugt (zur 
Messung des Luftstroms wird das Rohr (a) mit einem Rheometer durch 
eine Waschflasche vereinigt). Nachdem der Luftstrom regelmaBig ge- 
worden ist, wird die Retorte von unten vorsichtig erhitzt, bis der Tabak 
am Rohrende (c) zu glimmen angefangen hat. Dann wird der Gas- 


' Lebensmittel-Industrie Nr. 6, 1929; Gawrilow u. Koperina, diese 
Zeitschr. 219, 258, 1930. 
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brenner geléscht und das Brennen des Tabaks nur durch die durch- 
gesaugte Luft unterhalten. Es mu8 darauf geachtet werden, daB der 
ganze Tabak zu Asche verbrennt; deswegen mu’ man die Retorte 


von Zeit zu Zeit schiitteln, wobei die oberen noch unversehrten Tabak- 
teilchen sich nach unten verschieben und in die Nahe des Rohrendes, 
wo hauptsiachlich die Verbrennung stattfindet, gelangen. 














Abb. 1. 


Ein Teil der Tabakfasern bleibt an den Wanden der Retorte kleben 
—- diese Fasern miissen auch verbrannt werden —-. Am Ende des Ver- 
brennens, wenn der Rauch in der Retorte etwas nachgelassen hat, 
der Tabak aber noch stark glimmt, wird das Rohr mitsamt dem Pfropfen 
herausgenommen und die Fasern rasch mit dem Rohrende hinab- 
gestoBen. Man mu darauf achten, daf der Luftstrom dabei nicht auf- 
hért oder schwacher wird, denn mit seiner Hilfe wird der Rauch 
sogar bei offenem Pfropfen in die AdsorptionsgefaéBe gezogen und das 
Brennen aufrecht erhalten. Unter Einhaltung der angefiihrten Vorsichts- 
maBregeln kann man den ganzen Tabak zu Asche verbrennen, ohne 
ihn nochmals anziinden zu miissen (was nicht ratsam ist). Nachdem 
das Glimmen des Tabaks ganz aufgehért hat, wird noch Luft bis zum 
vélligen Abkihlen der Retorte durchgesaugt und dann der Apparat 
auseinandergenommen. Die Adsorptionsfliissigkeit! wird mit den 
Waschwassern der Gasfilter und anderer Teile vereinigt und auf 
500 em Volumen gebracht. 


o 
' Das erste AdsorptionsgeféB enthalt 150 ccm n/10 H,SO,, die zwei 
anderen je 75 cem; ein viertes GefiB erwies sich als tibertliissig. 





Analyse des Rauches der Zigaretten ,,Box". 


Tabelle I. 
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In der Lésung werden bestimmt: der Gesamtstickstoff nach 
Kjeldahl (vor der Bestimmung muB die Lésung mit Zinkstaub reduziert 
werden, anderenfalls werden zu niedrige Werte erhalten und die Doppel- 
bestimmungen stimmen schlecht tiberein); der Ammoniakgehalt nach 
Longi und der Nikotinstickstoff durch Fallen mit Pikrinsaéure nach 
Abjagen mit Wasserdampf. Bei dem beschriebenen Verbrennungs- 
verfahren wird der ganze entstandene Rauch aufgefangen: beim natiir- 
lichen Rauchen findet ein ganz ahnlicher ProzeB statt. 

Zum Vergleich werden in der Tabelle I die Analysen von Tabak- 
rauch, der nach der beschriebenen Methode und durch Verbrennen 
einzelner Zigaretten erhalten wurde, zusammengestellt. 

Es 1a8t sich der interessante SchluB ziehen, daB Nikotin in gleicher 
Weise in den Zigaretten und in der Retorte verbrannt wird, denn in 
beiden Fallen werden 60°, Nicotin im Rauch wiedergefunden. Die 
Zusammensetzung des Rauches ist aber in beiden Fallen verschieden, 
was hauptsachlich von der Ammoniakmenge abhangt, die beim Ver- 
brennen in Zigaretten hauptsachlich in die Luft tibergeht, anstatt 
durch das Mundstiick eingesaugt zu werden. In beiden Methoden bleiben 
noch die Stickstoffmengen unbestimmt, die sich im Mundstiick und auf 
den Retortenwanden niedersetzen. Uber diese Stickstoffmengen gibt 
Tabelle Il Auskunft. Es werden hier einerseits der im Mundstiick zuriick- 
gehaltene Stickstoff und andererseits der Stickstoff des in der Retorte 
mit und ohne Durchgliihen der Wande erhaltenen Rauches angefihrt. 
Durch Gliihen der Wande am Ende des Versuchs sollten alle fliichtigen 
stickstoffhaltigen Verbindungen aus der Retorte verjagt werden. 

Die fliichtigen stickstoffhaltigen Verbindungen des Rauches werden 
nur wenig an den Wanden der Retorte zuriickgehalten. Allein diese ge- 
ringen Mengen, sowie die einzelnen nicht verbrannten Fasern, genitigen. 
um Schwankungen bei parallelen Versuchen herbeizuittihren. Um _ sich 
eine Vorstellung tiber diese Schwankungen zu machen, tihren wir in der 
Tabelle III die Ergebnisse von vier ganz gleichen Versuchen mit dem 
Tabak .,Amerikan“ an. 


Tabelle IIT. Analyse des Rauches vom Tabak ,,Amerikan“. 








Gesamt-N Nikotin-N des Ranches Ammoniak-N des Rauches 
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Fi den Gesamtstickstoff ist der Mittelwert gleich 45.45%, die 
gréBten Abweichungen erreichen 3,4 bis 4.7%; fiir Nikotin — 68,6%, 
Schwankungen 3,2 bis 4,7%, und fiir Ammoniak — 48.6%. Schwankungen 
3,3 bis 4,7 %. 


Jinflu8 der Feuchtigkeit des Tabaks und der Geschwindigkeit des Luftstroms. 


Der Tabak ,,Amerikan‘t Nr. 30 wurde in der Retorte verraucht. Die 
Geschwindigkeit des Luftstroms wechselte von 0,5 bis auf 1,5 Liter in det 
Minute. Die Resultate sind in der Tabelle [IV zusammengestellt. 


Tabelle IVa. 


a) Analyse des Tabaks. Auf 100 g Trockensubstanz in Prozenten. 





Summe der 
Kohlenhydrate Gesamt-N Nikotin-N Ammoniak-N 


21,25 2,17 0,236 0,100 


Tabelle IVb. 


b) Analyse des Rauches. 





Gesamt-N 











des Ranches Nikotin-N des Rauches Ammoniak-N des Rauches 
A : 

= =e na @ Az F 
g = o> me 
z : =§2 «(8 
2 ~ a) — on 
- = - —_ 
axZ e *- 

1,5 L. 0.95 43,97 0,162 16,94 68,49 0,499 52.37 499 

1,0 0,92 42.40 0163 17,68 6892 9,566 61,69 566 

1.0 0,95 43.97 0,158 16.60 67,12 0,572 59.93 575 

0.5 0.99 45,82 0,162 16,26 68,49 0,628 63,20 628 


Es scheint, daB die Menge des Gesamt- und Nicotinstickstoffs kaum 
von der Geschwindigkeit des Rauchens beeintluBt wird; die Abweichungen 
vom Mittelwert tiberschreiten nicht 4% fiir den Gesamtstickstoff und 
1 bis 15% fiir Nicotin, was in den itiblichen Fehlergrenzen liegt. Det 
Ammoniakgehalt steigt dagegen bedeutend bei verlangsamtem Luftstrom 
(Abweichungen 10 bis 11°%)). Die zum volligen Verbrennen nétige Zeit 
wechselt sehr stark mit der Geschwindigkeit des Luftstroms. Zum Ver- 
brennen von 20 g Tabak (mit 9 bis 11° Feuchtigkeit), bei einem Luftstrom 
von 1,5 Liter in der Minute, braucht man 15 bis 20 Minuten, bei 1 Liter 
Luft 35 bis 45 Minuten und bei 500 cem Luft 1,5 Stunden. Solch ein groBer 
Unterschied in der Verbrennungsdauer miiBte groBe Unterschiede in det 
Zusammensetzung des Rauches verursachen, denn nach Pfyl und Schmidt! 
wird bei sehr langsamem Rauchen der Nicotingehalt im Rauch fast gleich 
Null. Wir haben frither eine ahnliche Erfahrung gemacht; jedoch glauben 
wir jetzt diese Erscheinung dadurch zu erklaren, daB in unseren triiheren 


1 Zeitschr. f. Unters. d. Lebensmittel 54, 71, 1927. 
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Versuchen bei langsamem Luftstrom ein groBer Teil des Rauches un- 
mittelbar in die Luft entwich und unbestimmt blieb. 
Der Einflu8 der Feuchtigkeit wird in Tabelle V erértert. 
Tabelle V. 


Analyse des Rauches. 
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Gesamt-N oa , 
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LL. 


in 1 Min. 


8.0 (0,904 41.67 0,163 18,03 69,1 |0527 58.25 527 
94 9,954 43.97 0,158 16,6 67,12 |9,572 59,93 572 
| 10,5 0,955 44,92 0,163 17,03 68,92 0.579 60.63 579 


| 74 0878 4945 0169 183 681 | 0,531 6047 531 


13,35 0,986 45,43 0,157 15,97 | 66,7 0.605 61,34 605 


Geschwindig- 
keit des Luft- 


stroms: 


Die Werte fiir den Gesamt- und Ammoniakstickstoff steigen etwas mit 
zunehmender Feuchtigkeit, der Nicotingehalt sinkt dagegen. Die Diffe- 
renzen sind aber zu gering, um etwas Bestimmtes folgern zu kénnen. 

Dennoch raten wir, beim Verbrennen Tabak von bestimmtem Feuchtig- 
keitsgrad, nimlich mit 9 bis 10°, Wasser, zu verwenden. Diesen Wasser- 
gehalt weisen meistens die gelagerten Tabake auf, und es ist leicht, durch 
ein- bis zweistiindiges Trocknen im Exsikkator jeden Tabak auf diesen 
Feuchtigkeitsgrad zu bringen; auBerdem brennt ein solcher Tabak besse1 
und gleichmaBiger als zu trockener oder zu feuchter. Der Luftstrom soll 
1 Liter in der Minute ausmachen; bei stairkerem Luftstrom spart mari 
wohl etwas an Zeit, aber man wird genétigt, die Zahl der Adsorptions- 
gefaBe zu vergréBern. Bei schwacherem Luftstrom verliert man viel Zeit. 

Wir bestimmten nach der angefiihrten Methodik die stickstoffhaltigen 
Verbindungen im Rauch von verschiedenen Tabaksorten. Diese Unter- 
suchungen deuten auf interessante Verhaltnisse, was aus Tabelle VI er- 
sichtlich ist. 

Es ist klar, daB die Zusammensetzung des stickstotfhaltigen Bestand- 
teiles des Tabakrauches von der Qualitat des Tabaks beeintluBt wird, 
je schlechter der Tabak, desto mehr Stickstoffverbindungen gehen in den 
Rauch iiber. Es wachst der Stickstoffgehalt des Tabaks (Spalte 4), aber 
noch starker wichst der nicht verbrannte Teil der Stickstoffverbindungen 
im Rauch. In den héheren Sorten gehen nur 22 bis 27°, vom Stickstoft 
des Tabaks in den Rauch jiiber, die tibrigen 70 bis 80°, verbrennen also 
zu N, oder NO, und werden von uns nicht bestimmt. In den schlechteren 
Sorten verbrennen nur 40 bis 50°. Dasselbe 1aBt sich iiber Nicotin sagen: 
je schlechter der Tabak, desto mehr Nicotin geht unzersetzt in den Rauch 
iiber. Es besteht aber keine gerade Proportionalitat zwischen der Zunahme 
des Nicotingehalts und der des Gesamtstickstoffs. Deshalb sehen wir aus 
der Spalte 8, daB das Verhaltnis von Nicotin zu Gesamtstickstoff mit ab- 
nehmender Qualitat des Tabaks immer kleiner wird. Es ist schwerer. 
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emen Zusammenhang zwischen Qualitat und Ammoniakgehalt im Rauch 
zu erblicken. 

Es ergibt sich die Méglichkeit, die Qualitat des Tabaks auf Grund der 
Analyse seines Rauches zu beurteilen. Gewohnlich werden die Tabak- 
sorten in héhere und schlechtere nicht nur nach ihrem Stickstoff- und 
Nicotingehalt, sondern auch nach ihrem Kohlenhydratgehalt eingeteilt; 
es erschien ganz natiirlich, eine Beziehung zwischen der Kohlenhydrat- 
menge und der qualitativen Zusammensetzung des Rauches zu vermuten. 

Um diese Annahme zu bestatigen, versuchten wir, den Tabak kiinstlich 
mit Kohlenhydraten zu beladen und nach Verbrennen den Rauch zu 
analysieren. Es wurde der Tabak ,,.Box*t mit 4,61° Kohlenhydraten ge- 
nommen und mit Glykose bespritzt, bis sein Kohlenhydratgehalt gleieh 
13% war. Nach dem Verrauchen wurde der Gehalt an Stickstoffverbin- 
dungen im Rauch des natiirlichen und des mit Glykose bespritzten Tabaks 
verglichen. In Tabelle VII finden wir die gleiche Beziehung wie zwischen 
schlechten und héheren Tabakssorten wieder. Ein Unterschied besteht 
nur darin, daB hier die absolute Nicotinmenge proportional dem Ge- 
samtstickstoff abgenommen hat und deshalb ihr Verhaltnis zum Stick- 
stoff des Rauches ohne Veranderung geblieben ist. Diese Versuche be- 
statigen unsere Annahme, daB die Kohlenhydrate im Tabak das Verbrennen 
von Stickstoffverbindungen begiinstigen. 


Zusammenfassung. 


1. Es wird eine Methode vorgeschlagen, bei der aller beim Glimmen 
von Tabak entstandene Rauch absorbiert und analysiert wird. 

2. Die Abweichungen vom Mittel machen bei parallelen Bestim- 
mungen vom Gesamt-, Nicotin- und Ammoniakstickstoff 3 bis 4°., aus. 

3. Die Analysenresultate bei der beschriebenen Methode werden 
nicht beeinfluBt : : 

a) durch Anderung der Geschwindigkeit des Luftstroms zwischen 
0.8 und 1,2 Liter (ungefahr 1 Liter minus). 

b) durch Anderung des Feuchtigkeitsgrades des Tabaks zwischen 
9 bis 11 

c) durch Glihen der Retortenwande, nachdem alle anhaftenden 
Tabakfasern abgestrichen sind. 

4. Die Methode 14Bt sich auch zur Untersuchung des Rauches 
von surrogatierten und sauBierten Tabaken anwenden. 

Wir werden uns kiinftig mit der Methode zur Analyse von atheri- 
schen Olen und-Harzen im Tabakrauch beschaftigen. 
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ber den Ammoniakgehalt und die Ammoniakbildung 
im Muskel und deren Zusammenhang mit Funktion 
und Zustandsanderung. 


VIII. Mitteilung: 


Uber den angeblichen Anteil des Amidostickstoffs des Blut- und MuskeleiweiBes 
an den chemischen Vorgingen im arbeitenden Muskel. 


Von 
T. Mann. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat Lwéw.) 


(Eingegangen am 18. November 1930.) 
Mit | Abbildung im Text. 


Bei den Untersuchungen itiber die Entstehung des im Harn aus- 
geschiedenen Ammoniaks wurde von S. Bliss! in der Niere ein aus den 
Amidogruppen des Eiweibes Ammoniak abspaltendes Ferment fest- 
gestellt. Diese Beobachtung wurde zum Ausgangspunkt einer Annahme 
iiber die Rolle des Ammoniaks im Neutralisierungsvorgang der im 
Tierkérper entstehenden Sauren. 

Bliss? nimmt an, daB die wahrend der Arbeit entstehende Milchsaure 
zum Teil durch das in Geweben gebildete Ammoniak neutralisiert wird: 
aus dem so entstandenen Ammoniumlactat und den BluteiweiBverbindungen 
sollen die Gewebe Amidoverbindungen synthetisieren, und das Natriumion 
iibernimmt dann die Neutralisierungsfunktion des Ammoniumions. Einen 
besonderen Vorteil dieses Vorganges sieht Bliss darir,, daB das schidliche 
Ammoniumion in die Niere als ungiftige Amidverbindung gelangt und daB 
es erst in der Niere unter der Wirkung eines Ferments zur Abspaltung des 
Ammoniaks kommt. So wiirde also das Harnammoniak aus den Geweben 
stammen; von den Geweben zu den Nieren gelangt es in Form von EiweiB 
verbindungen. Um die vermutete Fahigkeit der Gewebe zur Synthese von 
Amidverbindungen aus dem BluteiweiB und dem Ammoniumion nachzu 
weisen, injizierte Bliss den Hunden intraarteriell Ammoniumcarbonat und 


1 Journ. of biol. Chem. 78, VII, 1928. 
2 Ebendaselbst 81. 137, 1928. 
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verglich den Amidstickstoffgehalt im Arterienblut mit dem im Venenblut. 
Das Ansteigen des Amidstickstoffgehalts in einzelnen Venenblutproben 
betrachtet er als Beweis fiir seine Vermutung. Auf Grund seiner Kontroll- 
versuche, in welchen Natriumcarbonat statt Ammoniumcarbonat verwendet 
wurde, behauptet /liss, daB Natriumion nicht dieselbe Wirkung ausiibt wie 
Ammoniumion. Den Beweis fiir den EinfluB der Muskelarbeit will Bliss da- 
durch erbringen, daB er bei Hunden nach einer 2 bis 5 Minuten dauernden 
Arbeit eine Abnahme des Amidstickstoffgehalts in einzelnen Proben des Ar- 
terienblutes feststellt. Die eben erwahnte Hypothese von Bliss wurde durch 
Benedict und Nasi! einer Kritik unterzogen. Bei Berechnung der aus den 
Blissschen? Versuchen sich ergebenden Amidstickstoffwerten kommt man 
zu denselben Zweifeln wie Nash und Benedict. Die Blissschen Versuchs- 
ergebnisse berechtigen nicht zur Annahme, daB der Amidstickstoffgehalt 
im venésen Blute nach Arbeit anwachst. Obzwar die einzelnen Venenblut- 
proben groBe Schwankungen aufweisen, zeigen dennoch die Mittelwerte 
des Amidstickstoffgehalts keine nach einer Richtung gehende Unterschiede. 
n(n —1) 
zeigen dieselben Schwankungen wie in den Kontrollversuchen (Tabelle 1) 


. s a . ’ 2d? 
Die mittleren Werte samt den mittleren Schwankungen | ¢ J J | 


Tabelle I. 


Die mittleren Werte des Amidstickstoffgehalts im Arterien- und Venenblut 
nach der Darreichung des Ammoniumions und in Kontrollversuchen nach 
der Darreichung des Natriumions, berechnet aus den Versuchen von Bliss * 





Nach ‘Desreichung des Ammoniumions Nach Dassete bung des Natriumions 
Hund Arterienblut Venenblut Hund Arterienblut Venenblut 


38 155.3 + 0,71* 155.5 + 2,57 34 1248 + 0,51 1287 + 0,51 
37 148,8 + 1,49 155,3 + 2,36 32 109.4 + 0,69 110.4 + 0,68 


32 | 1128 $3 080 1161+ 1,79 35 1221+ 0,69 1260 + 0,72 
31 149,9 + 0,83 151.6 + 0,61 37 136,1 + 1,10 | 136.3 + 2,37 
* Die mittlere Streuung des Mittelwertes o = | ze * 
x (n—1) 


Falls die einzelnen, von Bliss ermittelten Zahlen und ihre Schwan- 
kungen nicht zufallig sein sollten, so kénnte man auf Grund dieser 
Zahlen nur den einen SchluB ziehen, naimlich, daB die Einfiihrung von 
Salzen, besonders aber von giftigen Ammoniumsalzen, die Verteilung 
von Wasser, Salzen und EiweiBkérpern in den Geweben andert. Ebenso 
sind die Versuche bei Muskelarbeit, in welchen die Schwankungen 
im Amidstickstoffgehalt unbedeutend sind und innerhalb der Fehler- 
grenzen liegen, nicht tiberzeugend. Die aus den Blissschen Versuchen 
sich ergebenden Resultate waren nur dann beweisend, wenn sie die 


! Journ. of biol. Chem. 82, 673, 1929. 
2 Ebendaselbst S1, 137, 1928. 
3 Ebendaselbst. 
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Mittelwerte einer Reihe von Bestimmungen darstellen wiirden. Die 
Zweifel von Benedict und Nash finden ihre Begriindung in den Bliss- 
schen Zahlen. 


Das Problem des Amidstickstoffs und seines Anteils aryden Stoff- 
wechselvorgangen des arbeitenden Muskels steht in enger Beziehung 
zu den Ergebnissen der Untersuchungen von Parnas! und seiner Mit- 
arbeiter. Einer von den Vorgangen, welche die Muskelkontraktion 
begleiten, ist die Ammoniakbildung. Parnas hat nachgewiesen, daB 
das Adeninnukleotid die Muttersubstanz des Ammoniaks ist. Bei 
Muskelarbeit unter SauerstoffausschluB entspricht die Menge des 
gebildeten Ammoniaks der Menge des zerlegten Adeninnukleotids; 
dagegen konnte bei Sauerstoffzufuhr keine solche gleichmaBige Be- 
ziehung im arbeitenden Muskel festgestellt werden. In Gegenwart 
von Sauerstoff erfolgt der Wiederaufbau des Adeninnukleotids aus der 
bei der Abspaltung des Ammoniaks entstandenen Inosinséure, aber 
zu diesem Wiederaufbau kann das Gewebe nicht das abgespaltene 
Ammoniak verwenden. Eine andere, nicht naher bekannte Stickstoff- 
verbindung ist die Quelle der Amingruppen: 


Kontraktion: Adeninnukleotid + H,O — Hypoxanthinnukleotid 
N Hg. 
Erholung: Hypoxanthinnukleotid + O + XNH, — Adenin- 
nukleotid + XO + H,O. 


Bei der Nachpriifung der Versuche von Bliss lag es nahe, zu priifen, 
ob der Amidstickstoff des Eiweifbes nicht mit der erwahnten Stickstoff- 
verbindung, welche an dem aeroben Wiederaufbau des Adeninnukleotids 
Anteil nimmt, identisch sei. Diesen Anteil kénnte man auf zweierlei 
Wegen feststellen, entweder indirekt durch die Analyse des aus dem 
ruhenden und arbeitenden Muskel ausflieBenden Blutes, oder direkt 
durch die Bestimmung des Amidstickstoffs im Muskeleiweif. 


Methodik. 


Die Bestimmung des Amidstickstoffs wurde nach der Vorschrift 
von Bliss? ausgefiihrt mit dem Unterschied, daB das Ammoniak nicht 
kolorimetrisch, sondern durch Titration mit n/100 Natronlauge bestimmt 
wurde. In das AufnahmegefaB wurden 10 ccm n/100 Schwefelsiure 
eingefillt ; der Apparat war entsprechend der Skizze zusammengestellt. 
Zur Liiftung der Flissigkeit diente ein einfaches Glasrohr ; die ammoniak- 


'C. r. d. la Soe. Biol. 1929, Réunion pléniére, 17. u. 18. Mai 1929. 
2 Journ. of biol. Chem. SI, 129, 1928. 
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haltige Luft wurde durch eine Schottsche Glasfilterplatte in den Rezi- 
pienten eingeleitet. . 


luff ftous7 
lui pues 
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\450, |40 Abb. 1. 


Gleichzeitig wurde eine Reihe von Bestimmungen ausgefiihrt, in 
welchen anstatt des Uberdestillierens mit Luftdurchsaugung die Vakuum- 
destillation im Apparat von Parnas und Heller’ verwendet wurde. 
Diese Versuchsanordnung ergab dieselben Resultate wie die umstandliche 
und langer dauernde Luftdurchsaugung. Der Amidstickstoffgehalt des 
Muskels wurde ahnlich wie bei Bliss bestimmt. Froschgastrocnemien 
wurden mit Quarzsand unter Zusatz von | ccm 10°,igem Natrium- 
wolframat zerrieben. Der Muskelbrei wurde durch Abspiilen mit 7 cem 
Wasser in ein Zentrifugenréhrchen gebracht und das Eiweifs durch 
Zusatz von 1 ccm 2/, n Schwefelsiure ausgefallt. Nach Umriihren und 
Abspiilen des Glasstabes mit verdiinnter Wolframsaure (in 100 cem 
leem 10°, iges Natriumwolframat und leem ?/;n Schwefelsdure) 
wurde zentrifugiert. Nach Abhebung der Fliissigkeit wurde der Nieder- 
schlag zweimal mittels verdiinnter Wolframsaiure gewaschen, nachher 
der Niederschlag mit 2cem Wasser und ]lecm 12n Schwefelséure 
90 Minuten lang auf dem Wasserbad hydrolysiert. Die Mischung wurde 
in den Apparat von Parnas und Heller iiberfiihrt, der Inhalt des Kélb- 
chens mit Natronlauge neutralisiert und unter Zusatz einer gesaittigten 
Natriumboratlésung in ein 5 bzw. 10 ccm n/100 Schwefelséure ent- 
haltendes AufnahmegefaB iiberdestilliert. Nach jeder Destillation 
wurde eine Kontrolldestillation ausgefiihrt, welche die Vollstandigkeit 
der vorhergehenden Destillation bestatigte. 

Die Versuche iiber den Amidstickstoffgehalt in dem aus ruhenden 
oder arbeitenden Muskeln ausflieBenden Blute wurden an drei Personen 
ausgefiihrt auf ahnliche Weise wie in den Versuchen von Parnas, 
Mozolowski und Lewinski® iiber das Anwachsen des Blutammoniak- 


1 Diese Zeitschr. 152, 1, 1924. 
2 Ebendaselbst ISS, 15, 1927. 
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Tabelle 11. 





Der Amidstickstoffgehalt Der mittlere Wert 

Die in mg-°/9 i 

Versuchsperson 2 amici aman ——— 
vor der Arbeit nach der Arbeit vor der Arbeit nach der Arbeit 

Mo. 143.5 143.5 A, 142.5 Ay 143,7 
143.5 145.5 o* + 057 Oy + 043 
1490 145.6 m** 137 my 1,44 
142.1 143.5 ei 12 
142.8 144.9 2 3 3 1.68 
143.5 141.4 \o2 + oF O41 

Ma. 136.5 130.9 hy 135.2 ho 134.8 
133.7 134.4 0; t 0.58 Oy t 1,15 
136.5 137,9 my 1,42 my 2.60 
134.4 136,5 ; 
136.5 134.4 ht a 
133,7 | oe? + o? 1351 

Pe 146.3 147,0 Ay 145.5 hy 146.4 
147.9 146,3 oO; t 0,75 Oy + 0.78 
143.5 143.5 my 1,84 my 1,73 
142.8 147,7 
146,3 147,7 - oh. 2. ee 
147,0 Vo? + 07, 1,98 


ly q2 

, " 2d 
* Der mittlere Fehler des Resultates o = | W 
nin | 


rd? 
** Der mittlere wahre Fehler der Beobachtungen m = y : % 
= 
gehaltes infolge von Muskelarbeit. Zuerst wurde das Blut bei Muskel- 


ruhe aus der Ellbogenvene entnommen, ohne Anwendung der Oberarm- 
schniirung. Das Blut wurde sofort enteiweiBt, ohne Anwendung von 
gerinnungshemmenden Mitteln. Hierauf hat die Versuchsperson ein 
groBes Stiick Plastelin bis zur vollkommenen Ermiidung der Hand (5 bis 
8 Minuten) geknetet, danach wurde die Hand fest zur Faust geballt 
und abermals eine Blutprobe aus der Vene entnommen. In jeder Blut- 
probe wurden fiinf bis sechs Bestimmungen ausgefiihrt, um zufalligen 
Schwankungen und Fehlern Rechnung zu tragen. Tabelle II stellt die 
erhaltenen Versuchsergebnisse dar. Die in der Tabelle angegebenen 
Zahlen zeigen, daB eine Muskelarbeit, wie sie in den ausgefiihrten 
Versuchen geleistet wurde, keine Verinderungen im Amidstickstoff- 
gehalt des Blutes hervorruft. Auf diesem Wege gelingt es niclrt, den 
Anteil des Amidstickstoffs in den Stoffwechselvorgingen des arbeitenden 
Muskels nachzuweisen. Es wurden ebenfalls einige Versuche am iso- 
lierten Froschmuskel ausgefiihrt, indem man den Amidstickstoffgehalt 
des einen Gastrocnemius sofort nach der Tétung des Frosches vornahm, 
dagegen wurde der zweite symmetrische Gastrocnemius als Muskel- 
Nervpraparat in Ringerlésung eingetaucht und unter Sauerstoffzutritt 
vom Nerv aus je 10 Minuten durch den elektrischen Strom gereizt. 
Nach Ablauf der in der Tabelle III angegebenen Zeit wurde der Muskel 
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Tabelle 111. 





Der Amidstick- | Die Temperatur, , Der Amidstick- 
Muskel- stoffgehalt bei welcher Die stoffgehalt 
Datum gewicht des ruhenden der Muskel Arbeits- des arbeitenden 
Muskels gearbeitet hat dauer Muskels 
mg mg-°'9 oC Std. mg-°/o 
19. V. 330 133,5 —_ 
symmetr. 137.5 ~ 2 
16. VI. 575 140,4 _ 
symmetr. - 15 24 141,8 
22. VI. 456 152,0 _ 
symmetr. - 16 20 148,0 
29. VI. 264 137,9 — - 
symmetr. - 17 11 136,9 


auf die oben angegebene Weise verarbeitet. Der Anteil des Amid- 
stickstoffs beim Wiederaufbau des Adeninnukleotids wiirde sich durch 
Abnahme des Amidstickstoffs im Muskel kundgeben. Die erhaltenen 
Zahlen (Tabelle III) beweisen, daB wahrend der Arbeit keine Ver- 
anderungen im Amidstickstoffgehalt des Muskeleiweibes erfolgen. 

Von den drei Versuchen zeigt der am 22. Juni ausgefiihrte die 
groBte Differenz im Amidstickstoffgehalt zwischen dem ruhenden und 
arbeitenden Muskel (4 mg-°,,).. Dieselbe Differenz finden wir im Amid- 
stickstoffgehalt zweier symmetrischer Muskeln, welche beide sofort 
nach der Tétung des Frosches verarbeitet wurden (der Versuch vom 
19. Mai). Auf Grund der erhaltenen Versuchsergebnisse kann man 
jedoch nicht die Méglichkeit einer in den Fehlergrenzen der Methode 
liegenden Veranderung ausschlieBen. Bei Amidstickstoffbestimmungen 
im Blute kann man mehrere Versuche an demselben Material ausfiihren 
und Mittelwerte erhalten. Bei der Analyse des Muskels ist dies nicht 
méglich wegen der Unméglichkeit der Aufteilung des Materials. 

Die ausgefiihrten Versuche fiihren zum SchluB, daB weder im 
Menschenblut noch im isolierten Froschmuskel Veranderungen des Amid- 
stickstoffgehalts in den die Muskelarbeit begleitenden Stoffwechselvor- 
gangen nachweisbar sind. 

Zusammentassung. 

Es wurden die Versuche von S. Bliss, welche die Fahigkeit der 
Gewebe zur Synthese der Amidverbindungen aus dem dargereichten 
Ammoniumion und dem BluteiweiB sowie den Anteil der Amidgruppen 
des BluteiweiBes bei der Neutralisierung der wahrend der Arbeit ent- 
stehenden Sauren nachweisen sollen, einer Kritik unterzogen. 

Experimentell wird nachgewiesen, da man weder im Menschen- 
blut, noch im isolierten Froschmuskel eine Mitwirkung des Amidstick- 
stoffs in den die Muskelarbeit begleitenden chemischen Stoffwechsel- 
vorgingen, feststellen kann. 








Zur Kenntnis der Unterfraktionen der Globuline 
und Albumine im Serum. 


Il. Mitteilung: 
Die Verteilung der Lipoide, des Prizipitinogens und der Bakterienagglutinine 
auf die einzelnen Unterfraktionen des Rinderserums. 


Von 


B. Lustig und R. Katz. 


(Aus dem pathologisch-chemischen Laboratorium der Rudolfstiftung, 


Wien, ITT.) 


(Eingegangen am 18. November 1930.) 


In der vorhergehenden Mitteilung! erbrachten wir den Nachweis 
der Verschiedenheiten der Unterfraktionen der Globuline und Albumine 
in bezug auf ihren N-Gehalt, Aminocarboxylgruppen und ihre physi- 
kalischen Eigenschaften. Die Darstellung der einzelnen untersuchten 
Fraktionen erfolgte in der Weise, da Rinderserum mit physiologische: 
Kochsalzlésung auf das doppelte Volumen verdiinnt wurde und dann mit 
hitzegesattigter neutraler Ammonsulfatlésung die EiweiBkérper hinter- 
einander gefallt wurden, und zwar in 33, 50, 66, 75° ., gesattigter 
Ammonsulfatlésung, und zum SchluB mit festem Ammonsulfat gesattigt 
wurde. Die Eu- (33°, gesattigte Ammonsulfatlésung) und Pseudo- 
globulinfraktion (50°), gesittigte Ammonsulfatlésung) wurden nach 
langandauernder Dialyse auf Grund ihrer Léslichkeit in wasser, koch- 
salz-, soda- und natronlaugelésliche Eiweibunterfraktionen getrennt. 
Die Albuminfraktionen wurden mit I (50 bis 60°,), IL (66 bis 75°.) 
und JII (75 bis 100°.) bezeichnet. Die einzelnen Fraktionen wurden 
jeweils mehrmals umgefallt. Die Darstellung der wasser-, kochsalz- 
und sodaléslichen Globuline erfolgte nach EF. Freund und Joachim?. 
Die Trennung wurde unter méglichster Schonung der Eigenschaften 
der nativen EiweiBkérper durchgefihrt. Unsere weiteren Unter- 
suchungen gingen dahin, einerseits zwischen den einzelnen Fraktionen 


' Diese Zeitschr. 225, 247, 1930. 
2 Zeitschr. f. phys. Chem. 36, 407, 1902. 
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weitere chemische Unterschiede festzustellen, andererseits diese auf 
biologische Verschiedenheiten, sowie Verteilung der Lipoide zu unter- 
suchen. 

Die Wichtigkeit der Normallipoide fiir eine Reihe biologischer Eigen- 
schaften des Serums ist auBer jedem Zweifel. So fiihrte E. Freund' die 
Thrombinwirkung bei der Blutgerinnung auf dioleinglycerinphosphorsaures 
Calcium zuriick. Diese Substanz Kaninchen injiziert verursachte Throm- 
bose. E. Lach? wies im hiesigen Institut den EinfluB der Lipoide fiir die 
Blutgerinnung durch Extraktion und Zugabe der Lipoide zum Serum nach. 
Uber die Bedeutung der Lipoide fiir die hamolyse unterrichten uns die 
Arbeiten von Hattori*, Brinkman und Wasti* u. a. 

Uber den EinfluB der Lipoide auf Senkung der Blutkérperchen existiert 
eine reichhaltige Literatur, die untereinander beziiglich der Ergebnisse viele 
Widerspriiche zeigt. Uber die Verteilung der Lipoide auf die Eu- Pseudo- 
globulin- und Albuminfraktion sind mehrere Angaben vorhanden. H. T'heo- 
rell§ untersuchte die Lipoidverteilung der einzelnen EiweiBfraktionen des 
Pferdeplasmas. Handovsky, Lipman und Eosse® fanden 25°, des Chole- 
sterins an die Globuline gebunden bei gleichzeitigem Fehlen der Phosphatide 
bei dieser Fraktion, was beziiglich des Fehlens der Phosphatide in Wider- 
spruch zu den meisten Literaturangaben und auch zu den Untersuchungen 
der Verfasser steht. Chick? fand, daB die Unterschiede zwischen dem wasser- 
und salzléslichen Globulin auf ihrem differierenden Lipoidphosphorgehalt 
beruhen. ‘6rensen® konnte zwar den erhéhten Lipoidgehalt der salzléslichen 
Globuline wiederfinden, doch zeigte er, daB nach der Extraktion der Lipoide 
bei niederer Temperatur keine Veranderungen der Léslichkeit auftraten. 
B. Lustig und G. Botstiber® erbrachten den Nachweis, daB im menschlichen 
Serum die mit den Eu-Pseudoglobulinen und Albuminen ausfallenden Lipoide 
fiir diese spezifisch sind und konstante Unterschiede in ihrer Zusammen- 
setzung aufweisen. Bei Luetikern waren sowohl die Menge, wie auch die Ver- 
teilung der einzelnen Lipoide gegeniiber dem normalen Serum verandert, 
was auch im Zusammenhang mit der Bedeutung der Lipoide bei den ver- 
schiedenen Luesreaktionen steht. Uber die Art der Bindung der Lipoide an 
die EiweiBkérper finden wir ebenfalls verschiedene Angaben, die zwischen 
Absorption und chemischer Bindung schwanken. So gelang es Macheboeu/ }°. 
durch mehrmaliges Lésen und Umfallen von Albumin bei verschiedenen 
Wasserstoffionenkonzentrationen einen sehr lipoidreichen Albumin-, Leci- 
thin- und Cholesterinkomplex zu gewinnen, der wasserléslich war, was 
er im Sinne einer chemischen Bindung deutet. Ausfiihrliche Untersuchungen 
iiber diese Frage fiihrte H. Theorell'' durch, in welcher Arbeit auch die 
vorhergehende Literatur eingehend beriicksichtigt ist. 


' VIII. Intern. Physiol.-KongreB, Wien 1910. 


2 Diese Zeitschr. 119, 45, 1921. 

3 Ebendaselbst 124. 25, 1921. 

* Arch. f. exper. Pathol. 71, 27, 1912. 
5 Diese Zeitschr. 175, 297, 1926. 

6 Pfliigers Arch. 210, 50, 1925. 

7 Biochem. Journ. 8, 404, 1914. 

8 Mona Spiegel.Adolf. Die Globuline. 
® Diese Zeitschr. 220, 192, 1930. 

1 Bull. Soe. Chem. biol. 8, 464, 1925 
11 Diese Zeitschr. 223, 1, 1930. 
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Unsere Untersuchungen beschaftigen sich mit der Frage der Ver- 
teilung der einzelnen Lipoide auf die Unterfraktionen der Globuline 
und Albumine des Serums. Es wurde der Lipoidgehalt eines Rinder- 
serums von genau bestimmtem Eiweibgehalt sowie der einzelnen EiweiB- 
unterfraktionen in der Weise untersucht, daB die wasserigen Lésungen 
mit dem vierfachen Volumen Alkohol oder Aceton gefallt und nach 
Filtration mit Alkohol oder Aceton nachgewaschen wurden. Die Eiweib- 
kérper wurden dann 8 Stunden im Soxhlet mit Ather extrahiert. Die 
vereinigten Extrakte wurden im Vakuum zur Trockne eingedampft 
und wieder mit Ather aufgenommen. In diesen atherischen Lésungen 
wurden Menge (gravimetrisch), Gesamtcholesterin (nach Autenrieth- 
Kénigsberger) sowie der Phosphorgehalt nach Fiske und Subbarow' 
bestimmt. Der Phosphorgehalt wurde nach Bloor auf Lecithin bezogen 
(H,PO, x 8). Die gefundenen Zahlen wurden jeweils auf 100 g EiweiB 
sowie in Prozenten der Gesamtlipoide der jeweiligen Fraktion berechnet. 
Bei den wasserléslichen Globulinen sowie bei Albumin I und II wurden 
Bestimmungen an Eiweibfraktionen verschiedener Rinderseren durch- 
geftihrt, die aber gleichartige Resultate ergaben. Die gefundenen 
Ergebnisse sind in der Tabelle I vereinigt. Die Untersuchung der 
Lipoide des soda- und natronlaugeléslichen Pseudoglobulins konnte 
infolge zu geringer Substanzmengen nicht durchgefiihrt werden. 

Die Untersuchungen ergaben, daB die Hauptmenge der Lipoide 
bei den Albuminen und den kochsalzléslichen Eu- und Pseudoglobulinen 
vorhanden sind. Am geringsten sind die Werte beim wasserléslichen 
Euglobulin. Die hohen Werte des natronlaugeléslichen Euglobulins 
kommen fiir die Verteilung der Gesamtlipoide nur wenig in Betracht, 
da dieser EiweiBkérper nur 0,02", des GesamteiweiBgehalts bildet. 
Im Gegensatz zu den Angaben von Handovsky, Lipman und Bosse? 
und in Ubereinstimmung mit anderen Autoren konnten phosphorhaltige 
Lipoide bei den Globulinen, insbesondere bei den kochsalzléslichen 
nachgewiesen werden. Die gréBten Mengen des Cholesterins und der 
phosphorhaltigen Lipoide sind bei den Albuminen, insbesondere bei 
Albumin II vorhanden, die geringsten Mengen in den Euglobulin- 
fraktionen, besonders in der wasserléslichen Unterfraktion. Sowohl 
in der Eu- wie in der Pseudoglobulinfraktion zeigen die kochsalz- 
léslichen Unterfraktionen den héchsten Cholesterin- und Lecithin- 
gehalt von den EiweiBkorpern der betreffenden Fraktion, den niedrigsten 
zeigen die wasserléslichen Unterfraktionen. Die Lipoiduntersuchung 
der einzelnen Eiweibunterfraktionen ergab somit eine fiir diese spezifische 
Verteilung. 


! Journ. of biol. Chem. 66, 375, 1925. 
* Pfliigers Arch. 210, 50, 1925. 
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Tabelle I. 


Verteilung der Lipoide auf die einzelnen Unterfraktionen. 





Menge der Lecithin Cholesterin 
Lipoide ; : ¢ 
Eiweiikorper in 100 ¢ in 1002 in %J) der = in 100g | in J der 
Eiweif Eiweif Gesamt- Eiweils Gesamt- 
Of OJ Lipoide oO), Lipoide 
Kuglobulin, wasserloslich . 0,56 0,11 19,7 0,12 21,4 
Ps kochsalzloslich 2,33 0,41 17,6 0.48 20.6 
. sodaléslich . . 1.66 0,46 28.3 041 24,7 
natronlauge- 
léslich. . . 9,70 1.98 20,4 2,95 30,4 
Pseudoglobulin, | wasser- 
ss. 3 sae 3,32 1,08 33,4 0,92 27,7 
Pseudoglobulin, kochsalz- 
Ae ee ee 3,29 1,35 41,0 0,92 28,0 
| eee 3,15 1,18 37,8 1,02 32,3 
ng ot ede oe 6.26 2,82 45,0 2.10 33,5 
ee ee 4,86 1,53 31,6 2.13 44.0 
Gesamteiweibkorper des 
Rinderserums . ... . 4,75 1,44 30,3 1,61 33,9 


Wir gingen dann an die Untersuchung der Verteilung des spezifischen 
arteigenen Prazipitinogens auf die einzelnen Eiweibfraktionen. Die 
prazipitinogene Substanz des tierischen Organismus ist nach Kraus! 
als zum EiweiBmolekiil gehérig zu betrachten und ist gerade derjenige 
Teil der Eiwei®kérper, welcher das biologisch-spezifische ausmacht. 
Auch nach Pick? kénnen Differenzierungen zwischen prazipitin-prazi- 
pitinogenen Substanzen und den Eiweibkérpern noch nicht gemacht 
werden. Unsere Untersuchungen beschrankten sich auf die Verteilung 
des Prazipitinogens auf die einzelnen Fraktionen, ohne die Frage der 
spezifischen Prazipitine der einzelnen Fraktionen naher zu_priifen. 
Die Bestimmung erfolgte in der Weise, daB die zu untersuchenden 
Lésungen von genau bekanntem Eiweibgehalt so lange verdiinnt wurden, 
bis 0,5cem dieser Lésung, mit 0,leem frischen Rinderprazipitinserums 
unterschichtet, nach 10 Minuten gegen einen schwarzen Hintergrund 
einen eben novh deutlichen Prazipitinring gaben. Es wurde dann die 
nichste Verdiinnung hergestellt, welche nach 10 Minuten keinen 
Triibungsring ergab. Das Rinderprazipitinserum wurde vom ,,Oster- 
reichischen Serotherapeutischen Institut“ geliefert und gab mit Rinder- 
serum nach 10 Minuten bei einer Verdiinnung |: 1000 eine deutliche 
Fallung. AuBer den einzelnen Eiweibunterfraktionen wurde auch ein 
Rinderserum von bekanntem Eiweib- und Stickstoffgehalt auf die gleiche 


1 Zitiert nach Abderhaldens Handb., Lieferung 19, S. 105, Dold, Die 
Prazipitine. 
2 Zitiert nach Mona Spiegel-Adol/, Die Globuline. J. Springer, 1930. 
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Art und Weise untersucht. Die gefundenen Werte sind in der Tabelle Il 
vereinigt. Die Zahlen in den ersten zwei Kolonnen beziehen sich auf 
die EiweiBverdiinnungen, bei welchen die Reaktion eben noch positiv 
oder negativ war. In der dritten und vierten Kolonne sind die gleichen 
Verdiinnungen auf den Stickstoffgehalt berechnet, da dieser bei den 
einzelnen EiweiBkérpern variiert (s. erste Mitteilung). Die Zahlen des 
Rinderserums beziehen sich ebenfalls auf seinen Eiweib- oder Stickstoff- 
gehalt. 


Diese Untersuchungen ergaben einen besonders hohen Prazipi- 
tinogengehalt bei den kochsalzléslichen Globulinen, besonders bei den 
kochsalzléslichen Pseudoglobulinen. Am niedrigsten waren die Zahlen, 
abgesehen von dem natronlaugeléslichen Euglobulin, bei dem eine 
Schadigung durch die Art der Darstellung méglich ist, bei dem Albumin II 
und III. Diese, sowie die sodaléslichen Eu- und Pseudoglobuline und 
das wasserlésliche Euglobulin zeigten niedrigere Zahlen als die Gesamt- 
eiweiBkérper des Rinderserums (auf den EiweiBgehalt bezogen). Wir 
sehen auch hier grobe Unterschiede zwischen den einzelnen Eiweib- 
fraktionen beziiglich ihres Prazipitinogengehalts. 


Tabelle II. 


(Prazipitinreaktion. ) 





Die Reaktion ist bei einer |; Die Reaktion ist bei einer 


Eiweibkirper Eiweifverdiinnung 1: .. . || Stickstoffverdiinnung 1: 

positiv negativ positiv negativ 
Euglobulin, wasserléslich . . . 100 900 124 000 656 000 818 000 
= kochsalzléslich . . 383 000 452 000 2400000 28389000 
= sodaléslich . . . . 79 000 99 000 571 000 714 000 
_ natronlaugeldslich . 2.900 2 500 20009 25 00 
Pseudoglobulin, wasserldslich . 217 000 225000 1590000 1600000 
a kochsalzloslich 575 000 627009 3720009 4060000 
js sodaléslich . . 69 000 86 090 529 000 650 000 
pS ee ee ee ee eee 112 000 135 000 727 000 873 000 
“ ae are ete” 58 000 65 009 396 000 448 000 
ck a a a ge 60 000 80 000 389 0900 500 000 

Die Eiweibkorper des Rinder- 

a rae ae 120 000 130 009 750 000 810 000 


Die den Prazipitinen als nahe verwandt angesehenen Normal- 
agglutinine zeigten bei ihrer im Rahmen einer anderen Arbeit durch- 
gefiihrten Untersuchung ebenfalls Unterschiede ihrer Menge bei den 
einzelnen Fraktionen. Untersucht wurde die Agglutinierung gegeniiber 


Coli, Streptococcen, Staphylococcen, Pneumococcen nach 24 Stunden. 
Wahrend alle Albumine (I, Il und III) keinerlei Agglutiningehalt zeigten, 
ergab die zuerst vorgenommene Untersuchung der Gesamtfraktionen 
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des Eu- und Pseudoglobulins (Drittel- und Halbsattigung mit Ammon- 
sulfat) folgendes Ergebnis: 
Gesamteuglobulin, EiweiBgehalt . . 0,12%, stark positiv 
0,05 %, ganz schwach positiv 
bs - 0,03 °,, negativ 
Gesamtpseudoglobulin, EiweiBgehalt 1,10, stark positiv 
0.50%, ganz schwach positiv 
0,22, negativ 
Bei der Untersuchung der Unterfraktion war die Reaktion bei 
gleichem EiweiBgehalt am starksten bei den sodaléslichen Eiweib- 
kérpern, stark positiv bei den wasserléslichen und ganz schwach positiv 
bei den kochsalzléslichen Globulinen. 


Zusammenfassung. 


Die einzelnen Unterfraktionen des Eu- und Pseudoglobulins und der 
Albumine zeigen einen fiir jede Unterfraktion spezifischen Gehalt an 
Lipoiden, und zwar finden wir den héchsten Gehalt bei den Albuminen 
und den niedrigsten bei den Euglobulinen. Von den einzelnen Unter- 
fraktionen des Eu- und Pseudoglobulins finden wir den héchsten Gehalt 
an Gesamtlipoiden und Lecithin bei den kochsalzléslichen EiweiBb- 
kérpern, den niedrigsten bei den wasserléslichen. 

Die Menge des spezifischen Prazipitinogens ist am gr6Bten bei 
den kochsalzléslichen Eu- und Pseudoglobulinen, am niedrigsten bei 
Albumin I und II. 

Die Normalagglutinine zeigen sich hauptséchlich an den Euglobu- 
linen, wahrend sie bei den Albuminen tiberhaupt fehlen. Von den 
Globulinunterfraktionen ist der gréBte Gehalt bei den sodaléslichen, 
der niedrigste bei den kochsalzléslichen Globulinen vorhanden. 

















Verainderungen der Chlorverteilung im Blute unter dem 
Einflu6 der Ultraviolettbestrahlung. 


Von 
Jerzy Glass. 


(Aus dem biologisch-chemischen Institut des Staédtischen Krankenhauses 
am Urban, Berlin.) 


(Eingegangen am 18. November 1930.) 


Der EinfluB der Ultraviolettbestrahlung auf den Saure-Basen- 
haushalt des Organismus ist noch nicht geniigend geklart. Die spar- 
lichen Untersuchungen, die bis jetzt in dieser Richtung gefiihrt wurden, 
haben ziemlich widersprechende Ergebnisse gezeitigt. 


Moran und Feed! waren, nachdem sie durch eine Kaniile das str6mende 
Blut in Art. carotis bestrahlt hatten, nicht imstande, einen eindeutigen 
EinfluB dieser Bestrahlungen auf Kohlenséiurebindungskurven des Blutes 
zu beweisen. Essinger und Gyérgi? konnten auch keinen eindeutigen EinfluB 
der Bestrahlung an kleinen Kindern auf die Ausscheidung der sauren 
Valenzen im Urin feststellen. 

Andererseits sprechen aber eine ganze Reihe von Untersuchungen 
dafiir, daB die Ultraviolettbestrahlung doch eine ausgesprochene Wirkung 
auf den Séure-Basenhaushalt zu veriiben vermag. Und zwar haben 
De Gheldere und De Boover* bei bestrahlten Kaninchen eine kurzdauernde 
Verminderung der Alkalireserve festgestellt. Es ist ihnen auch auf diese 
Weise gelungen, die Alkalose, die sie vorher durch Bicarbonatgaben ver 
ursacht haben, aufzuheben. Aroetz* hat nach Bestrahlungen von Menschen 
eine langsame und nicht erhebliche Verminderung des py des Blutes fest 
gestellt, die von einer voriibergehenden Hypokapnie begleitet war. Die 
Azidose geht nach etwa 2 Stunden in die Alkalose tiber, die sich mehrere 
Tage hindurch feststeilen laBt. Ederer®, der in Selbstversuchen den EinfluB 
der Bestrahlung auf die alveolare CO,-Spannung untersucht hat, kommt 
zu folgenden Ergebnissen: schwache Bestrahlungen haben keinen EinfluB 
auf die alveolare CO,-Spannung, mittelstarke Bestrahlungen verursachen 


1 Moran u. Reed, Proc. of the soc. exp. biol. a. med. 24, Nr. 2, 179 
bis 183, 1926 

2 Essinger u. Gyérgy, diese Zeitschr. 149, 344, 1925. 

3 De Gireldere u. De Boover, Soc. Biol. 94, 1263, 1926; 94, 784, 1926. 


4 Kroetz, diese Zeitschr. 151, 146, 1924. 
5 Ederer, diese Zeitschr. 182, 107, 1922. 
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eine Steigerung, starke — eine Senkung der C O,-Spannung in der Alveolarluft. 
Die Wirkung der Bestrahlung in pathologischen Zustanden soll dagegen 
aikalotisch sein. So hat Pincussen! bei Diabetikern nach der Ultraviolett- 
bestrahlung das Steigen der Alkalireserve und das Verschwinden der 
Acetonurie festgestellt. Leenhardt und Schaptel? haben, wenn sie kranke 
Kinder mit der Quarzlampe bestrahlt hatten, wahrend der Kur auch ein 
Steigen der Alkalireserve beobachtet. Balderrey und Barkus* haben eine 
Verschiebung des po des Blutes in alkalotischer Richtung nach Sonnen- 
bestrahlung bei Phtisikern gefunden. 

Die Stérungen des Saure-Basengleichgewichts sind stets von 
Elektrolytenverschiebungen begleitet, und umgekehrt kann man aus 
den Storungen der Elektrolytenverteilung im Blute tiber den Stand 
des Séure-Basenhaushalts Schliisse ziehen. Diese St6rungen lassen 
sich auf zweifache Weise entziffern: 

1. Indem man das sogenannte Anionendefizit berechnet. Das 
Steigen des Anionendefizits (ein scheinbares Defizit der Anionen im 
Vergleich zu den Kationen, das durch die Anwesenheit der organischen 
Sauren im Blute bedingt ist) stellt einen indirekten Beweis des Be- 
stehens einer Azidose dar. Dieses Steigen des Anionendefizits wurde 
im Blute nach der Ultraviolettbestrahlung durch die Untersuchungen 
von Kroetz* festgestellt. 

2. Durch die Bestimmung der Elektrolytenverteilung (haupt- 
sichlich des Chlors) zwischen dem Plasma und den Blutkérperchen. 
Wie aus den klassischen Untersuchungen von Giirber, Zuntz und 
von Hamburger, die in vitro gemacht wurden, hervorgeht, und wie 
durch die Untersuchungen von van Slyke, Henderson, Ambard usw. 
hewiesen war, wird in den Azidosezustanden Chlor aus dem Plasma 
ausgeschieden und in die Blutkérperchen (und in das Gewebe) ver- 
schoben. Auf die genaue Erklarung dieses Vorganges miissen wir 
hier verzichten. Auf diese Weise veraindert sich das Verhaltnis zwischen 
dem Blutkérperchenchlor und dem Plasmachlor zugunsten des ersteren. 
In friiheren Untersuchungen tiber den Chlorspiegel und die Chlor- 
verteilung im Blute und deren Abhangigkeit vom Saure-Basengleich- 
gewicht, die gemeinsam mit Landau und Kaminer an groBbem Kranken- 
material ausgefiihrt wurden®, wurde festgestellt, dafs obige Chlor- 
verschiebung zugunsten von Blutkérperchen beinahe eine patognomo- 
nische Bedeutung fiir das Erkennen einer Azidose besitzt. 


' Pincussen, Photobiologie (Grundlagen, Ergebnisse, Ausblicke). Verlag 
Georg Thieme, Leipzig 1930. 

2 Leenhardt u. Schaptel, Soc. Biol. 97, 17, 1927. 

3 Balderrey u. Barkus, Amer. Rev. The. 9, 107, 1924. 

4 Kroetz, diese Zeitschr. 151, 449, 1924. 

5 Landau, J. Glass u. Kaminer, C. vr. Soc. Biol. 101, 594, 1929: Arch. 
d. mal. de VT Appar. Digest. et de la Nutr. 20, Nr. 5, 1930; Wien. Arch. f. inn. 
Med. 20, H. 3, 375 bis 428, 1930. 
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In bisherigen Arbeiten iiber die Cchemischen Veranderungen des Blutes 
nach Bestrahlung wurde bis jetzt nur das plasmatische Chlor untersucht, 
was vollkommen ungeniigend fiir unsere Fragestellung ist. Die Ergebnisse 
sind hier nicht eindeutig zu ersehen. Gyérgy und Essinger haben keine 
bedeutenden Schwankungen des plasmatischen Chlors nach den Be- 
strahlungen beobachtet. Dagegen hat Aroetz in vier Fallen unter dem 
KinfluB der starken Bestrahlung eine Senkung des Plasmachlors festgestellt. 
die sich nicht auf die Blutverdiinnung beziehen laBt. Die obige Hypochlor 
amie tritt in seiner Untersuchungsreihe 1/, bis 11, Stunden nach der Be 
strahlung auf, dauert 24 Stunden und auch linger und betrifft ungefahr 
bis 5°, der Anfangswerte. 

Indem wir hier den EinfluB der Ultraviolettbestrahlung auf den 
Saure-Basenhaushalt erkliren wollten, haben wir in dieser Arbeit 
untersucht, welchen Verainderungen die Chlorverteilung im Blute nach 
der Bestrahlung unterliegt. 


Methodik. 


Die Untersuchungen wurden an Kaninchen und gesunden Menschen 
ausgefiihrt. Die Kaninchen wurden, nach Entfernen der Haare am Riicken. 
mit der Hanau-Quarzlampe bestrahlt. EKntfernung 50 em, Klemmen 
spannung 130 Volt, 3,5 Amp., Bestrahlungszeit von ', bis 3 Stunden. Die 
Menschen wurden gleichzeitig von vorne und vom Riicken mit zwei 220 Volt- 
Wechselstrom-Quarzlampen bestrahlt. Entfernung 50 cm, Bestrahlungszeit 
von 3 bis 8 Minuten. Samtliche Untersuchungen wurden niichtern nach 
zwolfstiindigem Fasten vorgenommen. 

Das Blut wurde bei den Kaninchen aus der Ohrvene unmittelbar 
vor der Bestrahlung, und !., 1, 2, 4 und 24 Stunden nach der Bestrahlung 
in der Menge von je 5 bis 6cem entnommen. Bei Menschen wurde das 
Blut aus der Cubitalvene unmittelbar vor der Bestrahlung, 1 Stunde nach 
der Bestrahlung und nach 24 Stunden entnommen. 

Das Blut wurde sofort nach der Entnahme bei LuftabschluB unter 
Paraffin in ein genau graduiertes Zentrifugenglas iiberfiihrt, mit 2 mg 
Heparin (als Anticoagulans) versetzt, und auf 3000 Touren pro Minute 
20 Minuten lang zentrifugiert. Danach wurde das prozentuale Volumen der 
Blutkérperchen an der Skala des Zentrifugenglases abgelesen, das Plasma 
wurde abpipettiert, Paraffin abgetrennt, die Reste von Plasma mit Lésch 
papier abgetrocknet. In auf diese Weise abgetrennten Blutkérperchen 
sowie im Plasma wurde nach der Methode von Rusznyak Chlor bestimmt. 
Danach wurde aus dem prozentualen Volumen der Blutkérperchen (a) und 
der Chlorkonzentration im Plasma (p) und in Blutkérperchen (bk) det 
sogenannte Chlorindex der Blutkérperchen (b/: p) berechnet, sowie det 
Chlorgehalt der Blutkérperchen auf 100 cem Blut (a bk), der Chlorgehalt 
des Plasmas auf 100 cem Blut [(100 — a) x p] und der Chlorgehalt des 
Gesamtblutes auf 100 cem Blut [(a x bk) + (100 — a) x p] bestimmt. 

Bei einigen Kaninchen (Nr. 1 bis 3) wurden noch Kontrollversuche 
ausgefiihrt, die darauf beruhten, daB wir ein paar Tage vor der Bestrahlung 
bei identischen Bedingungen in denselben Zeitabstanden dieselbe Quantitat: 
von Blut entnahmen, ohne die Tiere jedoch zu bestrahlen, und die Chlor 
verteilung bestimmten. 

Die Ergebnisse unserer Untersuchungen sind in nachstehenden Tabellen 


angegeben. 
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Tabelle 


- 


Kaninchen Nr. 1 (Gewicht 





2300 g.) 





Chlor- 
Vol.-0/, | konzentration 


der 
Blut- |>-—— 
kérper- || Blut- 


in mg-°/o 


chen koérper- Plasma 


chen 


Kontrollversuch. 


ee eh sl 34.0 190 
, G epg ee aia 32.3 188 
a» < 39,0 186 


B aa we a ea 28,5 190 


Bestrahlung : 


Vor Bestrahlung ... . 35,6 185 


', Std. nach Bestrahlung 33,3 185 


ae is ‘ 34,8 192 
es = ‘ 27,2 | 206 
24 «C«, e . 24,2 195 
Tabelle 


380 


392 


494 


1 


e 


412 


9 Std. 


387 
392 
387 
398 
380 


fs 


Kaninchen Nr. 2 (Gewicht 


Chlor- Chlorgehalt in mg 
index pro 100ecem Blut 
der . 
Brut- 
kirper- | Blut- Ge- 
chen korper- Plasma’ samt- 
chen blut 
9,50 65 250 315 
0,48 61 265 326 
0,46 56 283.339 


0,46 54 295 349 


0.48 66 249 315 


0,47 62 261 323 
0,50 67 252 319 
0,52 56 290 346 
0,51 47 288 335 


2400 g). 





Chlor- 
Vol.-9/g konzentration 
der in mg-°/ 
ft) a 
kirper- | Blut- 
chen kérper-| Plasma 
chen 


Kontrollversuch. 


Ee eS ete 44,3 170 


bs en ee 43,3 195 
Die ecules) ae 
es TOS SES ae 38,1 177 
Bestrahlung : 
Vor Bestrahlung . . . . 45,8 178 
1 Std. nach Bestrahlung 40,8 174 
2". » - ~ 37,2 | 209 
4» ‘ ‘ 37,7 =. 206 
= 4 ‘ e | 35,6 156 


1 


341 
373 
376 


376 


» Std. 


359 
383 
376 
390 


359 


Chlor- Chlorgehalt in mg 
index pro 100c¢em Blut 
der - - 
Blut- : 
kirper- Blut- Ge- 
chen kirper- Plasma| samt- 
chen blut 


0,50 75 190 265 
0,52 84 212 296 
0,46 66 233 | 299 
0,47 67 233 300 


0,50 81 195 276 
0,48 71 226 297 
0,56 78 236 314 


0,53 78 243 321 
0.44 56 231 287 
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Kaninchen Nr. 3 (Gewicht 2100 g). 


Tabelle 


Il. 


49 





0 Std. 
2 
3 
4 


Vor Bestrahlung . 


Unmittelb. n. Bestrahlung 


1 Std. nach : 
S »s = ‘- 
&~ . 

aa = 


Kaninchen Nr. 4 (Gewicht 2400 g). 


chen 


bas Chlor- 

— 0 konzentration 
der in mg-°/5 
Blut- — 

kérper- — Blut- 

chen kérper- Plasma 


Kontrollversuch 


35,0 192 
32,5 || 202 
30,8 195 
29,2 213 


Bestrahlung : 


32,6 199 
31,8 199 
26,4 234 
23,8 234 
21,7 231 
19,2 209 


351 


383 
387 


401 


1 Std. 
373 


394 
401 


380 
398 
366 


Tabelle 1V. 


Chlorgehalt in mg 
pro 100ccm Blut 


Ge- 
Samt- 
blut 


316 
332 
357 
346 
362 
336 





Vor Bestrahlung 


1. Std. nach Bestrahlung 
— * ” 


S « . FS 


J ‘ . 


Vor Bestrahlung . ... 


2 Std. nach Bestrahlung 


ees i 
_— ss " 
- >; ” 


chen 


kirper- Blut- 
kirper- Plasma 


chen 


Bestrahlung : 


39,0 | 206 


38,8 195 
37,0 | 202 
35,6 199 
34,2 199 


Bestrahlung: 
88,7 || 202 


38.5 | 195 
39,3 | 206 
39,6 213 
33,3 199 


Biochemische Zeitschrift Band 231. 


Chlor- 
Vol.-°/¢ konzentration | 
der in mg-%/, 

Blut- ||__— 


1/, Std. 


390 
394 
389 
398 
369 


3 Std. 


373 
351 
369 
373 
383 


Chiorgehalt in mg 
pro 100 cem Blut 


Ge- 
samt- 
blut 


317 
314 
327 
311 


307 
291 
395 
324 
321 
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Tabelle V. 


Kaninchen Nr. 5 (Gewicht 2459 g). 








Chlor- 


Chlorgehalt in mg 
pro 100ccem Blut 


-Blut- Ge- 
kérper- Plasma samt- 
chen blut 
71 225 296 
67 215 282 
62 218 280 
66 248 314 
59 244 303 
79 227 306 
77 221 298 
77 229 300 
$2 235 317 


Vol.-°/9 | konzentration —_ 
der in mg-°/9 4 » 
Blut- ‘ Bh r 
korper- | Blat- ner 
chen — Plasma chen 
Bestrahlung: 1 Std. 
Vor Bestrahlung . 38,4 185 366 0,50 
1 Std. nach Bestrahlung 38,4 174 349 0,50 
Qe , - xs 38,7 160 355 0.46 
Be » “ . 36,5 181 390 0.46 
24 , 2 m 34,0 174 369 0,47 
Bestrahlung: 3 Std. 
Vor Bestrahlung . 40,6 195 383 0,50 
11/, Std. nach Bestrahlung 41,1 188 376 0,50 
@ «» ~ ‘ 40,3 192 373 0,52 
24 =, - 87,5 220 376 0.58 


Tabelle VI. 


Versuche an Menschen. 





Chlorgehalt in mg 
pro 100cem Blut 


Chlor- : . 
Vol.-°/9 bennenteation — 
der in mg-/9 , om 
Blut- ___ on Gin. 
kirper- — Blut- Ph nw 
chen age Plasma aon 
A. Bestrahlung: 3 Min. 
Vor Bestrahlung . 40,2 181 | 366 0,50 
1 Std. nach Bestrahlung 40,7 174 344 0,50 
= + ” ‘ 39,4 195 362 0,54 
B. Bestrahlung: 5 Min. 
Vor Bestrahlung . 45,0 195 359 0,54 
11/. Std. nach Bestrahlung 44.9 195 376 0,52 
2 7 ‘ 47,0 217 | 373 0,58 
C. Bestrahlung: 8 Min. 
Vor Bestrahlung 45,3 188 | 351 0,53 
1 Std. nach Bestrahlung 45,0 180 ©6336 0,54 
24, 6» » 45,0 209 346 0.58 


‘Blut Ge- 
kirper- Plasma  samt- 
chen blut 
73 219 292 
71 204 275 
77 219 = 296 
88 | 197 | 285 
88 | 207 295 
102 | 198 3800 
85 192 277 
85 | 192 277 
94 190 284 


Es seien zuerst die Veranderungen des Chlors des Gesamtblutes 
besprochen. Fast bei simtlichen Kaninchen findet man im Laufe der 
vier ersten Stunden nach der Bestrahlung eine konstant zunehmende 
Hyperchlorimie des Gesamtblutes. 


Sie bezieht sich jedoch nicht auf 


die Bestrahlung, sondern steht im Zusammenhang mit der Anami- 
sierung der Tiere, die durch haufige Blutentnahmen verursacht ist. 
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Die Andmisierung findet ihren Ausdruck in dem standig sinkenden 
prozentualen Volumen der Blutkérperchen; die Verluste von Plasma 
werden durch Einwanderung von Gewebsfliissigkeit kompensiert, im 
Gegensatz zu den Blutkérperchen, bei denen dies nicht der Fall ist. 

Den Beweis, daB die obige Hyperchloramie des Gesamtblutes im 
Zusammenhang mit der Andmiesierung steht, bringen unsere Kontroll- 
versuche, in denen die Tiere nicht bestrahlt wurden. In samtlichen 
Kontrollversuchen tritt dieselbe Erscheinung zutage, und zwar steigt 
der Chlorgehalt des Gesamtblutes parallel zu der Abnahme des pro- 
zentualen Volumens der Blutkérperchen (vgl. die Tabellen). Die obige 
Hyperchloramie, die im Zusammenhang mit den Blutverlusten steht, 
und die auch in der Klinik nach den groBen Aderlassen beobachtet 
wird, entsteht aus zwei Griinden: 1. das prozentuale Volumen des 
Plasmas steigt. Da das Chlor des Gesamtblutes gleich ist (Cl Bk. x proz. 
Vol. Bk.) +- (Cl Pl. x proz. Vol. Pl.), und da die Chlorkonzentration im 
Plasma etwa zweimal so hoch ist wie in den Blutkérperchen, so muB, 
sogar bei unveranderten Chlorkonzentrationen in beiden Blutbestand- 
teilen bei der Zunahme des prozentualen Volumens des Plasmas das 
Chlor des Gesamtblutes ansteigen. 2. Die Chlorkonzentration im 
Plasma nimmt zu, wegen der Zustr6mung der an Chlor reichen Gewebs- 
fliissigkeit. 

Bei der Anamisierung, wie aus den Tabellen zu ersehen ist, addieren 
sich diese beiden Komponenten. Deshalb nimmt der Chlorgehalt der 
Blutkérperchen auf 100 ccm Blut errechnet (a x 6k) ab, und der Chlor- 
gehalt des Plasmas [(100 — a) x p] nimmt wegen der Zunahme der beiden 
Komponenten erheblich zu. Derselbe Vorgang ist in unseren Kontroll- 
versuchen sowie bei fast allen bestrahlten Kaninchen zu beobachten. 
Bei diesen Tieren, bei denen keine ausgesprochene Andamisierung 
vorhanden war, und wo das prozentuale Volumen der Blutkérperchen 
nicht sank, war Hyperchlorimie des Blutes nach Bestrahlung nicht 
vorhanden (Kaninchen Nr. 4b, 5, auch die Untersuchungen an Menschen, 
bei denen die Schwankungen des Chlors des Gesamtblutes gering waren). 
Aus diesen Griinden miissen wir annehmen, da die obige Hyper- 
chloramie des Gesamtblutes lediglich durch die Andmisierung hervor- 
gerufen ist und nichts mit der Bestrahlung zu tun hat. 

Die Chlorkonzentration im Plasma war bei einigen Kaninchen nach 
der Bestrahlung héher als vorher. Jedoch wurde in diesen Fallen durch 
die haufige Blutentnahme eine Anaimie erzeugt, die, wie es aus den 
Kontrollversuchen hervorgeht, die Hyperchloramie des Plasmas ver- 
ursacht. Dagegen sank in den Fillen, wo keine Anamie sich einstellte, 
unter dem EinfluB der Bestrahlung die Chlorkonzentration im Plasma. 
(Beim Kaninchen Nr. 4 von 371 auf 351 mg-°.,, also um 6°, des Anfangs- 


wertes, beim Kaninchen Nr. 5 von 366 auf 349 mg-°,,, also um 4°, 


4* 
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beim Menschen A von 366 auf 342, also um 7°,, beim Menschen C 
von 351 auf 336, also um 4°,.) Aus diesen Ergebnissen laBt sich der 
SchluB ziehen, daB die Ultraviolettbestrahlung eher ein Sinken der 
Chlorkonzentration im Plasma verursacht, was mit den Ergebnissen 
von Kroetz tibereinstimmt. 

Die Veranderungen der Chlorverteilung im Blute unter dem EinfluB 
der Ultraviolettbestrahlung sind sehr charakteristisch. Sie bestehen in 
einer Verschiebung der Konzentrationsverhaltnisse zwischen dem Chlor 
der Blutkérperchen und dem des Plasmas, also in einer Verainderung 
des sogenannten Chlorindex der Blutkérperchen. Der obige Chlorindex 

Chlorkonzentration in ae) : : 5 

: —— ———], der sich, wie aus meinen 
( Chlorkonzentration im Plasma 
friiheren Arbeiten hervorgeht, zwischen 0,47 und 0,55 befindet und bei 
Kaninchen ganz genau in derselben Breite schwankt (zwischen 0,48 
und 0,55), zeigt unter dem EinfluB der Bestrahlung charakteristische 
Veriinderungen, die auf die Verschiebung des Chlors zwischen dem 
Plasma und den Blutkérperchen schlieBen lassen. 

Fast in simtlichen Fallen steigt, nach voriibergehendem Sinken 
unmittelbar oder im Laufe einer halben Stunde nach der Bestrahlung, 
der Chlorindex nach 2 bis 4 Stunden, so daB er in allen Fallen in dieser 
Zeit sich auf héherem Niveau befindet als vor der Bestrahlung. Und 
zwar steigt er beim Kaninchen Nr. 1 von 0,48 auf 0,52, beim Kaninchen 
Nr. 2 von 0,50 auf 0,56, beim Kaninchen Nr. 3 von 0,54 auf 0,61. Bei 
Kaninchen Nr. 4 und 5, bei denen die kurzdauernden Bestrahlungen 
von einer halben Stunde keinen solchen Einflu8 bewirkten, konnten 
wir nach langerer Bestrahlung (3 Stunden) doch ein Steigen des Chlor- 
index beobachten, so beim Kaninchen Nr. 4 von 0,54 auf 0,56 und 0,57 
nach 24 Stunden, beim Kaninchen Nr. 5 von 0,50 auf 0,52 und 0,58 
nach 24 Stunden. 

Die obige Erhéhung des Chlorindex bleibt konstant nach 24 Stunden 
bei einigen Kaninchen oder steigt sogar noch an, z. B. bei Nr. 1, 4a 
und 4b, 5; bei anderen aber sinkt der Chlorindex unter den Ausgangs- 
wert, wie bei Nr. 2, 5a und 3. , 

Bei Ménschen, die sehr kurz bestrahlt wurden (von 3 bis 8 Minuten) 
haben wir unter dem Einflu®B der Bestrahlung eine ganz identische, 
gleichsinnige Chlorverschiebung zugunsten der Blutkérperchen fest- 
gestellt, die ihren Ausdruck im Steigen des Chlorindex der Blutkérper- 
chen findet. In diesen Fallen aber, da die Bestrahlungszeiten kiirzer 
waren als bei den Kaninchen, fand die obige Veranderung erst spater 
statt, so daB wir sie erst nach 24 Stunden feststellen konnten. Und 
zwar stieg im Falle A der Chlorindex von 0,50 auf 0,54, im Falle B von 
0,54 auf 0,58, im Falle C von 0,53 auf 0,58. 
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Das Steigen des Chlorindex der Blutkérperchen nach der Be- 
strahlung hingt nur von dieser ab. In unseren Kontrollversuchen bei 
Kaninchen, bei denen wir nur den EinfluB der Animisierung auf die 
Chlorverteilung verfolgten, bleibt die obige Verschiebung nicht nur 
aus, sie ist sogar umgekehrt, und zwar sinkt infolge des Steigens der 
Chlorkonzentration im Plasma der Chlorindex unter die Ausgangs- 
werte. Diese Verhaltnisse sind aus den Tabellen I, U1 und HI klar 
abzulesen. 

Die Veranderung der Chlorverteilung im Blute, die hier unter dem 
Einflu8 der Ultraviolettbestrahlung festgestellt wurde, und die auf 
einer Verschiebung des Chlors zugunsten der Blutkérperchen beruht, 
zeigt einen azidotischen Charakter, wie einleitend ausgefiihrt wurde. 
Ganz gleichartige Veranderungen der Chlorverteilung im Blute hat 
Koch! auch nach Réntgenbestrahlung festgestellt. Die Verschiebung 
der Chlorkonzentration zwischen Plasma und Blutkérperchen nach 
der Bestrahlung zugunsten der letzteren, also in azidotischer Richtung, 
kann, gleich wie das Steigen des Anionendefizits, wie das Sinken des 
pu und der Kohlenséurebindungskurven (A,roetz), wie die Verminderung 
der Alkalireserve (De Gheldere und De Boover), wie endlich das Sinken 
der alveolaren CO,-Spannung (Ederer), als Beweis dienen, dab unter 
dem Einflu8 der starken Ultraviolettbestrahlung in normalen Ver- 
haltnissen eine Verschiebung des Séure-Basengleichgewichts in azido- 
tischer Richtung stattfindet. Ob diese Veranderung der Chlorver- 
teilung im Blute auch auf dem Wege der direkten Beeinflussung der 
Permeabilitétsvorginge durch Ultraviolettstrahlen entsteht, bleibt 
dahingestellt. Das Eintreten und die Intensitaét dieser Reaktion kommt 
auf das bestrahlte Objekt und auf die Intensitaét der Bestrahlung an. 
Auf diese Weise laBt sich erklaren, daB bei starken Bestrahlungen diese 
Reaktion in anderen Zeitabstanden auftritt (2 bis 4 Stunden bei Kanin- 
chen in unseren Versuchen, | bis 2 Stunden bei Menschen in Versuchen 
von Kroetz), anders aber bei kurzdauernden Bestrahlungen (nach 
24 Stunden in unseren Versuchen an Menschen). 


Zusammenfassung. 

Starke Ultraviolettbestrahlungen verursachen bei Kaninchen 2 bis 
4 Stunden nach Bestrahlung eine Verschiebung des Chlors im Blute 
zugunsten der Blutkérperchen, die manchmal 24 Stunden besteht. 
Diese Erscheinung spricht fiir eine Veranderung des Saure-Basen- 
gleichgewichts im Blute in azidotischer Richtung. Die Chlorverteilung 
im Blute zeigt bei Menschen 24 Stunden nach kurzdauernder Be- 
strahlung eine gleichartige Verschiebung azidotischen Charakters. 


' Koch, Strahlentherapie 26, H. 3, 470 bis 475, 1927. 





Methodische Mitteilungen. XIII. 


Von 


L. Pineussen. 


Eine Methode zur Bestimmung von Ferri-lonen, Ferro-lonen 
und organisch gebundenem Eisen in biologischem Material '. 


Von 
W. Roman. 


(Aus dem biologisch-chemischen Institut des stédtischen Krankenhauses 
am Urban, Berlin.) 


(Eingegangen am 18. November 1930.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Die Bedeutung des Eisens fiir den Organismus ist eine altbekannte 
Tatsache. Hierbei spielt sicher die Oxydationsstufe eine wesentliche 
Rolle. Neuerdings hat 2. Starkenstein® auf Grund von umfangreichen 
Untersuchungen gezeigt, daB die verschiedenen Wertigkeitsstufen des 
Eisens sich im Organismus verschieden verhalten. 

Die Methode, der sich E. Starkenstein zur Bestimmung des Ferrogehalts 
neben dem als Ferriion vorhandenen Eisen bediente, gab nur annahernd 
richtige Werte. Er bestimmte zunachst das Eisen nach der fiir Fe” iiblichen 
kolorimetrischen Methode mit Rhodankalium; vertiefte sich die Rotfarbung 
nach Zusatz von Perhydrol, so wurde die Zunahme der Farbtiefe gleich 
der Menge der Ferroionen gesetzt. + 

Es war nun unser Bestreben, diese unsichere Kolorimetrie moéglichst 
iiberhaupt auszuschalten und gleichzeitig eine einwandfreie Trennung 
des ionisierten vom organisch gebundenen Eisen zu erméglichen. Wir 
griffen auf die Titration von Ferrieisen mit Titanochlorid (TiCl,) zuriick. 
Diese Titration l4Bt sich auch bei sehr kleinen Mengen anwenden und 


! Die Untersuchungen wurden mit Unterstiitzung der Notgemein- 
schaft der deutschen Wissenschaft ausgefiihrt, wofiir wir auch an dieser 
Stelle noch einmal unseren Dank aussprechen. 

2 E. Starkenstein, Klin. Wochenschr. 7, 217. 267, 846, 1928. 
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wird auch, wie wir feststellen konnten, durch die Anwesenheit organischer 
Substanz nicht gestért. Die untere Grenze fiir die noch bestimmbare 
Eisenmenge wird durch die TropfengréBe der Biirette, mit welcher 
titriert wird, festgelegt, da als Indikator Rhodankalium dient und die 
Rhodanreaktion noch von auBerordentlich kleinen Mengen Eisen 
gegeben wird. Mit einer geeignet konstruierten Biirette und einer 
geniigend verdiinnten Titanochloridlésung lassen sich 0,02 mg Eisen 
einwandfrei bestimmen. Der Umschlag von rosa zu wei bzw. leicht 
griinlich, 1aBt sich hierbei noch sehr gut erkennen. 

Bestimmt werden durch diese Titration nur die Ferriionen, wihrend 
die Ferroionen nicht angegriffen werden. Eine Umwandlung von Ferro 
in Ferri wihrend der Titration ist bei Abwesenheit von Sauerstoff nicht 
zu befiirchten. Nach Titration der Ferriionen kann das gesamte an- 
wesende Eisen zu Fe" oxydiert und nach Entfernung des Oxydations- 
mittels und Titration des nun als Fe” vorhandenen Gesamteisens mit 
Titanochlorid der Gehalt an Ferroionen durch Differenz ermittelt 
werden. 

Die Trennung des an Eiweif gebundenen Eisens geschieht durch 
Koagulation des EiweiBes durch 20 %ige Schwefelsiure, durch welche das 
Ferri-Ferroionengleichgewicht nicht gestért wird. Wahrend das organisch 
gebundene Eisen im Koagulum verbleibt und mit diesem abzentrifugiert 
werden kann, diffundiert das ionisierte Eisen in die Schwefelséure und 
kann in dieser, wie oben dargelegt, titriert werden. Das im Riickstand ver- 
bliebene, organisch gebundene Eisen kann, nach Veraschung der organischen 
Substanz und hierbei erfolgter Uberfiihrung in Ferriionen, auf dieselbe 
Weise titriert werden. 

Um eine Verschiebung des Ferro-Ferriionengleichgewichts vor der 
Bestimmung der Ferriionen durch Luftsauerstoff zu vermeiden, werden 
alle Arbeiten bis zu diesem Zeitpunkt unter Paraffinédl vorgenommen. 


Ausfiihrung der Bestimmung. 

Etwa 1 g des frisch entnommenen Organs (z. B. Leber; bei eisen- 
armerem Gewebe entsprechend mehr) wird auf der analytischen Waage 
méglichst schnell abgewogen und in einer eisgekiihlten! Reibschale mit 
wenig Quarzsand'fein zerrieben. Das Gemisch wird mit zweimal je 
etwa 5ccem 20°,,iger Schwefelséiure in ein Zentrifugenglas quantitativ 
iibergespiilt, in welchem sich etwas Paraffin6l befindet, das die Lésung 
luftdicht abschlieBt. 

Zur Bestimmung im Blute wird | cem des frisch entnommenen Blutes 
unter das Paraffin6él geschichtet und mit etwa 5 ccm 20° iger Schwefel- 
siure versetzt. Die weitere Behandlung ist fiir Blut und Organsubstanz 
die gleiche. 


1 Je kilter und je schneller gearbeitet wird, desto geringer ist die 
Gefahr, daB sich das Ferri-Ferroionengleichgewicht verschiebt. 
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Die Substanz bleibt unter haufigem Umrihren etwa 3 Stunden 
stehen, um eine méglichst vollstandige Diffusion der Fe-Ionen in die 
Schwefelsiure zu erméglichen. Das Umriihren muB sehr vorsichtig 
geschehen, so daB keine Luftblasen in die Lésung gelangen und auf 
diese Weise der Paraffinélschutz illusorisch gemacht wird. Der zum 
Umrihren benutzte Glasstab bleibt am besten in der Lésung stehen. 


Nach etwa dreistiindigem Stehen wird die Lésung scharf ab- 
zentrifugiert. Die tiberstehende Lésung wird mit einem Saugheber in 
einen Erlenmeyerkolben unter eine Paraffinélschicht hineinpipettiert 
(Fraktion A, B). Der Riickstand (Fraktion C) wird in einen 
Kjeldahlkolben gespilt und unter Zusatz von Salpetersdure vorsichtig 
erhitzt. Nach vollstandiger Lésung der organischen Substanz wird 
in ein Zentrifugenglas itibergespiilt, der Sand absitzen gelassen und 
die iiberstehende Lésung in den Kjeldahlkolben zurtickgespiilt. Der 
sandige Riickstand wird mehrere Male mit Salpetersdiure verrihrt, 
eventuell erhitzt und nach Absitzenlassen des Sandes die tiberstehende 
Lésung zu der tibrigen Lésung in den Kjeldahlkolben gegossen. Jetzt 
wird, wie tiblich, mit Salpeterséure und Perhydrol zu Ende verascht, 
dann nach mehrmaliger Zugabe von Wasser immer wieder zur Trockne 
verdampft, um die Salpetersiure zu verjagen. Der Riickstand wird 
mit verdiinnter Schwefelséure unter Erwarmen gelést, in einen Erlen- 
meyerkolben gespilt und unter Zusatz von Rhodankaliumlésung 
titriert. 

Die Fraktion A, B wird mit Rhodankaliuml6sung versetzt und 
durch Titration unter CO, oder N. wie beschrieben, der Ferriionen- 
gehalt A bestimmt. Da die Lésung hiernach vor Luftzutritt nicht 
mehr geschiitzt zu werden braucht, kann das Paraffinél entfernt 
werden, was auch geschehen muB, da sein Vorhandensein die weitere 
Behandlung erschweren wirde. Die durch Abpipettieren oder Ab- 
scheiden im Scheidetrichter vom Paraffinél befreite Lésung wird 
mit konzentrierter Salpetersiure oxydiert, hierauf wird die Salpeter- 
sdure abgeraucht. Dabei kann die gleichzeitig vorhandene Schwefel- 
siure durch eventuell noch vorhandene organische Bestandteile 
schwarz gefirbt erscheinen. In diesem Falle muB unter wiederholter 
Zugabe von Salpetersiure solange verascht werden, bis der Riick- 
stand hellgelb ist. Bei dieser Veraschung darf jedoch kein Perhydrol 
benutzt werden, da dies das Titanchlorid zu Pertitanséure oxydiert, 
die nicht entfernt werden kann. Nach beendeter Veraschung wird die 
Salpetersdure unter wiederholter Zugabe von Wasser restlos abgeraucht. 
Verbleibende Salpetersiure wiirde die Titration durch Reoxydation 
des beim Titrieren mit Titanochlorid entstehenden Ferroions stéren 
und zu hohen Eisengehalt vortéuschen. Nach Entfernung der Salpeter- 
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saure wird der Riickstand mit verdiinnter Schwefelséure aufgenommen 
und unmittelbar nach Zusatz von Rhodankaliumlésung titriert. 

Die Titration erfolgt aus einer eigens hierzu konstruierten Buirette 
(Abb. 1)! mit Titanochloridlésung. Die Titanochloridlésung wird nach 
Treadwell? hergestellt durch Verdiinnen von 
2cem der kauflichen Titanchloridlésung mit 
4ccm konzentrierter Salzsiure, kurzem <Auf- 
kochen zur Vertreibung des etwa vorhandenen V 
Schwefelwasserstoffs und Auffiillen auf etwa 1 
300 cem. Die Lésung wird in das Vorrats- 
gefaB a der Biirette gegossen und aus dieser 
unter Offnen des Hahnes d, SchlieBen des 
Hahnes c und Einstellung des Dreiwegehahns f 
auf Kommunikation des Uberleitungsrohres ¢ 
mit dem Birettenrohr g die Luft durch Ein- 
leiten eines indifferenten Gases, wie Stickstoff 
oder Kohlendioxyd, verdringt. Hierauf wird 
unter SchlieBen des Hahnes d, Umwenden des 
Hahnes f, so daB das Biirettenrohr gegen « 
geschlossen ist und mit der Luft kommuniziert, 
und Offnen des Hahnes ¢ die Lésung durch 
den Gasstrom in die Biirette gehoben. Nach 
Fillung der Biirette wird der Hahn ¢ ge- 
schlossen, der Hahn / umgestellt und die 
Lésung kann durch den Hahn d abgelassen 














werden. 
Die Einstellung der Titanchloridlésung er- 
folgt am besten gegen eine Ferrichloridstandard- 





lésung von Kahlbaum, die in 1 ccm 10 mg Abb. 1. 
Ferriion enthalt. 0,1 cem dieser Lésung werden 
in einem Erlenmeyerkélbchen mit verdiinnter Schwefelsdiure und 
einigen Tropfen 15° iger Kaliumrhcdanidlésung versetzt und ‘bis zur 
Entfarbung titriert. 

Testanalysen. 

I. 0,lcem Ferrichloridstandardlésung verbrauchte 1,42 ccm Titano- 
chloridlésung, entsprechend 1 mg Eisen. 1 ccm einer Ferri-Sulfatlosung 
verbrauchte 0,22 ccm Titanochloridlésung, enthaélt also 0,155 mg Ferriion. 
leem einer Ferro-Sulfatlésung, die mit Traubenzucker stabilisiert war, 
gab mit Rhodankali keine Farbung, enthielt also kein Ferriion. 1 cem 
dieser Ferro-Sulfatlésung wurde mit konzentrierter Salpetersiure oxydiert, 
unter mehrfachem Wasserzusatz die Salpetersiiure abgeraucht, mit ver- 


! Hersteller: WM. J. Goldberg u. Séhne, Berlin W Y. 
2 Treadwell, Quant. Analyse, 7. Aufl., S. 603, 1917. 
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diinnter Schwefelsiure aufgenommen und titriert. Es wurden 1,32 cem 
Titanochloridlésung verbraucht. Die Lésung wurde wieder mit Salpeter- 
saure oxydiert und dieselbe Prozedur wiederholt. Bei der Titration wurden 
wieder 1,32 cem Titanochloridlésung verbraucht. 1 ccm dieser Ferro-Sulfat- 
lésung enthalt also 0,929 mg Eisen als Ferroion. 


II. 1 cem dieser Ferrosulfatlésung + 1 ccm Ferrisulfatlésung + etwa 
5 cem Caseinlésung wurden nach der in dieser Arbeit gegebenen Vorschrift 
behandelt. Es wurden wiedergefunden: 0,155 mg Ferriion (theoretisch 
0.155 mg Ferriion) 

1,04 mg Ferri + Ferro (theoretisch 1,048 mg Ferri + Ferro) 
0,885 mg Ferroion statt 0,893 mg Ferroion. 
Der Fehler betrigt also beim Nachweis so geringer Mengen Eisen etwa 
0,5 %. 

III. Einer Ratte wurde unmittelbar nach dem durch Schlag und Aus- 
bluten erfolgten Tode die Leber entnommen und hiervon zwei Proben 
nach der Vorschrift behandelt: 

a) Einwage 1,0109 g, gefunden 0,19 mg Ferriion; 0,23 mg Ferri + Ferro 
und 0,88 mg organisch gebundenes Eisen. 

b) Einwage 1,0587 g, gefunden 0,20 mg Ferriion ; 0,26 mg Ferri + Ferro 
und 0,93 mg organisch gebundenes Eisen. In Milligrammprozent umge- 
rechnet ergibt das: 


aus a) 18,80 mg-% Ferri, 22,75 mg-°, Ferri — Ferro, 3,95 mg-°% Ferro, 
» b) 18,80 ,, .< Bat ws tu aa. ws 


organisch gebundenes Eisen: 
aus a) 87,05 mg-°,, 
.. b) 87,84 


Der durchschnittliche Fehler betragt auch hier nur etwa 1 °,. 


Zusammenfassung. 

1. Es wird eine Methode angegeben, die es gestattet, in biologischem 
Material Ferriionen, Ferroionen und organisch gebundenes Eisen 
nebeneinander zu bestimmen. Die Trennung des organisch gebundenen 
vom ionisierten Eisen geschieht mittels verdiinnter Schwefelsaure, 
in welche die Ionen hineindiffundieren, wahrend das organisch gebundene 
Eisen im Koagulum festgehalten wird. In der Lésung werden zunachst 
die Ferriionen mit Titanochlorid, dann nach Oxydation des gesamten 
anorganischen Eisens die Summe Ferriionen + Ferroionen titriert. 
Die Differenz ergibt die Ferroionen. Im Koagulum wird nach Ver- 
aschung und Oxydation zu Ferriionen das organisch gebundene Eisen 
ebenfalls durch Titration mit Titanochloridlésung bestimmt. 

2. Es wird eine Mikrobiirette angegeben, die ein Titrieren ohne 
Luftzutritt zur Titanochloridlésung gestattet, im iibrigen auch fir 
andere Titrationen unter LuftabschluB verwendbar ist. 




















Fermentative Mandelsaiureesterbildung '. 


Von 
P. Rona, R. Ammon und H. A. Oelkers. 


(Aus der Chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitat 
Berlin.) 


(Eingegangen am 18. November 1930.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Im weiteren Verfolg der grundlegenden Arbeit von Bodenstein 
und Dietz? iiber die fermentative Esterifizierung von Buttersaure- 
amylester konnten P. Rona und R. Ammon’ und P. Rona, R. Ammon 
und M. Werner* zeigen, daB auch bei der enzymatischen Esterbildung 
eine Konfigurationsspezifitat des angewandten Enzyms zum Ausdruck 
kommt. So wurde bei der Bildung von Milchséureamylestern gefunden, 
daB der Amylester der rechtsdrehenden Milchséure schneller von der 
Schweinepankreasesterase gebildet wird als der Ester der linksdrehenden 
Saure. Ausgehend von d,1l-sekundirem Butylalkohol und n-Butter- 
saure wurde ferner festgestellt, daB dasselbe Ferment den |-sekundaren 
Butyl-n-Butterséureester mit gréBerer Geschwindigkeit bildet als die 
d-Modifikation. 

P. Rona und R. Ammon  versuchten, in der oben zitierten Unter 
suchung tiber die asymmetrischen Verhaltnisse bei der enzymatischen 
Esterbildung die Mandelsaéure als esterbildende Saéure in Betracht zu 
ziehen, konnten aber damals mit den relativ kleinen Fermentmengen, 
die dort glatt eine Synthese von Milchséure- und Buttersaureestern 
erméglichten, keine fermentative Bildung von Mandelsdureestern 
feststellen. Und gerade hier erschien uns diese Frage besonders wichtig, 


1 Ausgefiihrt mit Mitteln der Notgemeinschaft der Deutschen Wissen- 
schaft. 

2 Zeitschr. f. Elektrochem. 12, 605, 1906; Dietz, Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 52, 279, 1907. 

3 Diese Zeitschr. 217, 34, 1930. 

4 Ebendaselbst 221, 381, 1930. 

5 le. S. 34 und 35. 
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weil wir uber die fermentative Mandelséureesterhydrolyse recht gut 
unterrichtet sind!. P. Rona und O. Miihlbock® haben spiter bei der 
Untersuchung der enzymatischen Esterbildung festgestellt, daB sich 
auch Ester der Mandelséiure durch Fermentpulver aus Mandelsaure 
und einem Alkohol bilden, wenn man die Fermentpulvermenge erhéht. 
Mit dieser Feststellung war die Méglichkeit gegeben, die eventuellen 
asymmetrischen Verhaltnisse auch bei der fermentativen Mandelsaure- 
esterbildung studieren und mit den Ergebnissen der asymmetrischen 
Esterspaltung vergleichen zu kénnen. 


Substrate, benutzte Fermente und Methodik. 

Als Fermente dienten die Aceton-Ather-Trockenpulver von Schweine- 
niere, Schweineleber, Schweinepankreas, Katzenleber und Menschenleber. 
Auch die Takadiastase (Parke und Davis, London) wurde bei den Synthese- 
ansaitzen benutzt. Es zeigte sich aber, daB die in dem Praparat enthaltene 
Takaesterase unter den verschiedensten Bedingungen keine Synthese 
von Mandelséureestern ermdglichte. Die esterbildende Saéure war die 
Mandelsaure in ihren drei Modifikationen (d, 1-, 1 und d-), als Alkohol wurde 
der n-Butylalkohol gewahlt. Ohne Fermentpulver findet unter den von 
uns gewahlten Bedingungen keine Synthese statt. 

Es wurden in gleich naher zu beschreibenden Versuchsansaétzen iso- 
molare Lésungen von |-, d- und d, l-Mandelséure in n-Butylalkohol be- 
reitet, die mit dem Organpulver versetzt wurden. Die erfolgte Esterbildung 
wurde durch die fortlaufende Abnahme des Sdauretiters festgestellt. In 
diesen Ansitzen sollte bestimmt werden, ob sich die Konfigurations- 
spezifitat der angewandten Esterase dadurch zu erkennen gibt, daB die 
Abnahme des Sauregrades fiir die einzelnen Mandelséiuremodifikationen 
verschieden sein kénnte. P. Rona und R. Ammon?® hatten namlich bei der 
enzymatischen Milchsaéureesterbildung gefunden, da®B auffallende Unter- 
schiede in der Esterifizierungsgeschwindigkeit auftreten, wenn man iso- 
molare und ganz gleiche Ansaétze von |- und d-Milchséure bereitet. 
Ganz analog jener Milchséurearbeit sollte je ein Ansatz, der aus 
racemischer Mandelsiure, n-Butylalkohol und dem betreffenden Organ- 
pulver besteht, nach einer gewissen Zeit und nach einer titrimetrischen 
Ermittlung des Synthesegrades chemisch so aufgearbeitet werden, daB 
es méglich ist, zu entscheiden, ob im Racemat das Ferment einer Modifika- 
tion der Mandelsaéure den Vorzug bei der Bildung von Mandelsaureestern 
gegeben hat. : 

Nach einer Reihe von Vorversuchen und den Erfahrungen der friiheren 
Synthesearbeiten haben wir unsere Versuchsbedingungen so gewahlt, daB 
wir zunachst die Abnahme des Saéuregrades exakt durch Titration bestimmen, 
ferner méglichst mit den relativ wertvollen optisch-aktiven Mandelsaéuren 
sparen konnten und auch méglichst wenig Fermentpulver zu benutzen 
brauchten. Die Synthese ist im allgemeinen um so besser, je kleiner die 
Saéuremenge und je gréBer die Fermentkonzentration ist. Wir haben 
samtliche Ansiaitze ohne Wasserzusatz angestellt. 


' Literatur siehe R. Ammon, Fermentforschung 11, 459, 1930. 
* Diese Zeitschr. 223. 130, 1930. 
* I. c. 8. 39. 
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Wir haben auch versucht, die Syntheseversuche mit einem reineren 
Fermenttrockenpraparat anzusetzen, das wir folgendermaBen herstellten: 
Der neutralisierte und zentrifugierte '/,, n-Ammoniakauszug wurde mit 
Aceton versetzt. Es schied sich ein flockiger Niederschlag ab, der den gréBten 
Teil des Ferments enthielt und der auf der Zentrifuge mit Aceton, Ather- 
aceton und schlieBlich mit Ather gewaschen wurde. Diese reineren Ferment- 
praparate zeigten aber nur eine sehr schwache synthetisierende Wirkung 
(vielleicht sind die Esterasen empfindlicher gegen eine Alkohol- bzw. Saure- 
schadigung geworden), so daB dann durchweg mit dem Organ-Aceton- 
Athertrockenpulvern gearbeitet wurde. 

Die einzelnen Ansaétze wurden, wenn nicht anders angegeben, in 60 
bis 100 cem-Flaschen bereitet, in die zunaéchst je 50 cem einer 0,0474 mol. 
Lésung von l-, d- oder d, l-Mandelsaéure in n-Butylalkohol gefiillt wurden 
(also rund eine annahernd 0,05 mol. butylalkoholische Lésung von Mandel- 
siure, 0,72). Zu jeder Fliissigkeit wurden 2,5 bis 4g des Organpulvers 
gefiigt. Nach etwa 2 Minuten langem Schiitteln wurden je 8 ccm zentri- 
fugiert. Die Flaschen kamen dann in eine in einem Brutschrank von 37° 
befindliche Schiittelmaschine, aus der die Flaschen dann zu den einzelnen 
Entnahmen heraus- und wieder hineingesetzt wurden. 


Von dem klaren Zentrifugat wurden immer je 5 ccm nach Zusatz von 
einigen Tropfen Bromthymolblau und 10 cem absoluten Alkohols mit 
n/10, n/25 oder n/50 Natronlauge in einer Mikrobiirette titriert. Wir haben 
mit n/50 Natronlauge besonders in den Ansatzen gearbeitet, die unter 
sonst gleichen Bedingungen bereitet wurden, wo aber die Konzentration 
der Mandelsiure auf die Halfte herabgesetzt worden war. Wir haben, 
um den Vergleich zwischen der Esterifizierung der optisch-aktiven Mandel- 
séuren eventuell noch scharfer zu gestalten, in den Anséatzen, in denen die 
Mandelsaéureanfangskonzentration 0,0237 mol. war, den Séuregehalt auch 
jodometrisch bestimmt. 

Die chemische Aufarbeitung der Racematansitze erfolgte folgender- 
maBen: Das Zentrifugat wurde auf Grund des Saéuretiters mit Natronlauge 
neutralisiert, kraftig durchgeschiittelt und ausgeaithert. Die ausgeatherte 
Fliissigkeit enthielt die vom Ferment nicht in den Ester verwandelte 
Mandelséure in Form ihres Natriumsalzes. Die Fliissigkeit wurde ein- 
geengt und nach dem Ansaéuren mit Ather kontinuierlich extrahiert. Der 
Ather wurde mit wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet, abgedampft; 
die zuriickbleibende Mandelsaéure wurde auf ein kleines Volumen gebracht, 
polarisiert und titriert. Das ist die sogenannte unveresterte Mandelséure. 
Der vom Enzym gebildete Mandelsaureester befand sich in dem Ather, 
der gleich nach der Neutralisation zum Extrahieren benutzt worden war. 
Dieser Ather enthalt aber auch noch den zum Ansatz benutzten groBen 
Uberschu8 von n-Butylalkohol. Die atherische Lésung wurde mit etwa 
10 eem n-Kalilaugze oder NaOH und etwa 10 cem Wasser versetzt und unter 
haufigem Umschiitteln etwa 12 Stunden stehengelassen. Der gebildete 
Mandelsaureester ist verseift worden, und in der wiasserigen Phase be- 
findet sich die sogenannte veresterte Mandelséiure in Form ihres Natrium- 
oder Kaliumsalzes. Die Fliissigkeit wurde mit Ather extrahiert zur 
Entfernung des n-Butylalkohols —, eventuell etwas eingeengt, angesduert 
und die in Freiheit gesetzte Mandelsiure wurde kontinuierlich mit Ather 
extrahiert. Der Ather wurde getrocknet, abgedampft, die gewonnene 
Mandelséure in Wasser gelést, auf ein bestimmtes bekanntes, mdglichst 
kleines Volumen gebracht, wieder titriert und polarisiert. Die Ausbeuten 
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sind leider gerade bei der Darstellung der ,,veresterten Mandelséure‘‘ 
relativ schlecht. 

Das Resultat unserer Versuche ist, wie auch aus den Tabellen 
gleich zu ersehen ist, daB die fiinf untersuchten Esterasen unter den 
von uns gewahlten Bedingungen véllig symmetrisch Mandelsaure- 
n-Butylester bilden, daB also die bei der Hydrolyse von Estern der 
Mandelsaure so scharf ausgeprigte Konfigurationsspezifitat nicht bei 
der Synthese von Estern derselben Saure zum Ausdruck kommt. 

Tabelle I gibt die Versuche mit den fiinf angewandten Esterasen 
wieder. Die Ansiatze von Versuch 1 auf der Tabelle sind noch einmal 
graphisch wiedergegeben und zeigen noch deutlicher, daB die Menschen- 
esterase bei der Synthese der einzelnen Mandelsiuremodifikationen 
keiner optisch-aktiven Mandelsiure den Vorzug gibt (s. Abb. 1). 




















6 8 W le # 6 1 2 fv HB 


Stunden 

Abb. 1. 
m4 < Werte fiir den Ansatz mit d-Sture 
O—C . — = . = 


Die Ergebnisse der chemischen Aufarbeitung der Racematansatze 
sind aus Tabelle II ersichtlich. 

Diese Ansitze wurden in je 100 ccm bereitet, also 100 ccm einer 
butylalkoholischen, 0,72 °,,igen d, l-Mandelséurelésung und 6 g Organ- 
pulver. Es ist ersichtlich, daB in Ubereinstimmung mit den Er- 
gebnissen aus Tabelle I das jeweils angewandte Enzym keine Modi- 
fikation bei der Esterifizierung bevorzugt. Die erhaltenen auBerst 
kleinen «-Werte und die daraus erhaltenen [«]p-Zahlen fiir die Mandel- 
sdure, die in einem 1-dm-Rohr gewonnen wurden, sind auBerordentlich 
klein, besonders im Vergleich mit dem hohen spezifischen Drehungs- 
vermégen der Mandelsiure von [x], -+ 156°, so daB sie kaum als 
Zeichen einer asymmetrischen Esterbildung gedeutet werden kénnen. 

Bamann' und Bamann und Laeverenz*? beschrieben, daB es eine 
Méglichkeit gibt, die Konfigurationsspezifizitat einer Esterase beein- 


' Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 62, 1538, 1929. 
2 Ebendaselbst 63, 394, 1930; siehe auch 1. Kuroya, diese Zeitschr. 
225. 452, 1930: ferner Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 63, 2939, 1930. 
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flussen zu kénnen, und zwar ist dieses méglich auf zweierlei Weise: 
erstens durch Anderung der Substratkonzentration und zweitens durch 
Zusatz von optisch-aktiven Fremdkérpern, z. B. Strychnin, zu der 
Hydrolyse des racemischen Mandelsiureathylesters. Da es nach der 
Bamannschen Untersuchung und nach P. Rona, H. Fischgold und 
R. Ammon! bei der Hydrolyse eine Mandelsdiureesterkonzentration 
gibt, wo das Ferment den Ester symmetrisch verseift, so haben 
wir gedacht, daB wir vielleicht unter den von uns gewahlten Bedingungen 
bei der Synthese des Mandelsaureesters auch gerade eine Konzentration 
gewahlt haben, bei der das Ferment sich symmetrisch verhalt. Dies 
hat natiirlich zur Voraussetzung, dab die bei der Hydrolyse 
gemachten Erfahrungen sich auch auf die Synthese iibertragen 
lassen und da®B ferner dann diese Konzentration (die ,,lnversions- 
konzentration’‘) dann fiir die fiinf untersuchten Esterasen die gleiche 
sei. Letztes ist wenig wahrscheinlich, trotzdem haben wir Versuche 
angesetzt, in denen wir nun die Mandelséiurekonzentration um die 
Halfte herabsetzten, also 0,0237 m, 0,36°,ig, um dann zu priifen, ob 
sich nun titrimetrisch ein Unterschied in der Bildungsgeschwindigkeit 
von Mandelsiureestern aus den optisch-aktiven Modifikationen der 
Mandelsaéure, dem n-Butylalkohol und einem Organpulver ergeben 
wiirden. Tabelle III gibt zwei solcher Versuche wieder und zeigt, dab 
die Synthesegeschwindigkeiten wesentlich erhéht sind, daB aber, wie 
auch in den Versuchen aus Tabelle I, keiner Modifikation ein Vorzug 
gegeben wird. 

Bei der kritischen Betrachtung unserer Versuchsergebnisse kénnte 
eventuell der Einwand gemacht werden, daB es sich hier nicht um 
eine fermentative Bildung von Mandelséureestern handelt, sondern 
um eine z. B. unspezifische Siurebindung an das Eiweif der Organ- 
pulver. Gegen diese Annahme sprechen eine Reihe von Griinden und 
Versuchen, die wir kurz angeben mdéchten. 

Zunichst sprechen fiir eine fermentative Synthese alle friiheren 
Synthesearbeiten. Hier fanden SBodenstein und Dietz  dasselbe 
Gleichgewicht bei der fermentativen Synthese und umgekehrt bei 
der enzymatischen Hydrolyse. Unsere friiheren asymmetrischen Ver- 
haltnisse bei der Synthese geben auch einen Beweis, daB es sich 
um eine fermentative Tatigkeit handeln muB. Ferner ist der Nachweis 
des vom Enzym gebildeten Esters dadurch sichergestellt, daB es gelingt, 
durch Verseifung desselben die vorher veresterte Saure zu gewinnen. 
In unseren Versuchen mit Amylalkohol und Butterséure haben wir 
den gebildeten Ester direkt durch seinen charakteristischen aromatischen 
Geruch nachweisen kénnen. Wenn das Verschwinden der Saure auf 


! Diese Zeitschr. 228, 77, 1930. 
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eine Bindung an EiweiBkérpern beruht, so miiBte der Saéureschwund 
unabhangig von der Art der Saéure und dem angewandten Alkoho] 
sein. Das ist nicht der Fall. Es sei an die Spezifitatsverhaltnisse 
erinnert, die P. Rona und O. Miihlbock gefunden haben. Die Saure- 
bindung an EiweibB diirfte ferner nicht eine Funktion der Zeit sein, 
wie sie z. B. aus Abb. 1 hervorgeht. Wir haben ferner noch Versuche 
angesetzt, die wir nicht naher zu beschreiben brauchen, ein abgetitetes 
Fermentpraparat zu Syntheseversuchen heranzuziehen. Wir haben 
einmal das Ferment abgetétet durch zweistiindiges Erhitzen des Pulvers 
im Trockenschrank bei 100°, und das andere Mal haben wir das Pulver 
1 Stunde am RickfluBkiihler im siedenden Wasserbad in Butyl- oder 
auch Amylalkohol erhitzt. Diese abgetéteten Fermente wurden dann 
fiir Syntheseversuche benutzt, wobei sich zeigte, daB kein Saureschwund 
mehr auftrat. 
Zusammenfassung. 

Menschenleber-, Schweinepankreas-, Schweineleber-, Schweine- 
nieren und Katzenleberesterase bilden mit gleicher Geschwindigkeit 
in isomolaren Ansatzen aus l- und d-Mandelsiure und n-Butylalkohol 
Mandelséure-Butylester. Die sonst so ausgeprigte Konfigurations- 
spezifitat, die bei diesen Esterasen — mit Ausnahme der Schweine- 
nierenesterase, die noch nicht fiir Hydrolyseversuche benutzt worden 
ist — bei der Hydrolyse von Mandelsaureestern auftritt, wird nicht 
bei der Umkehrung des Prozesses, bei der enzymatischen Bildung von 
Mandelsaureestern wiedergefunden. Auch in Ansitzen, die aus d, l- 
Mandelsaiure, n-Butylalkohol und Organpulvern bereitet wurden, 
wurde das fiir die einzelnen Mandelsdiuremodifikationen erhaltene 


Ergebnis bestatigt. 








Uber die fermentative Umwandlung des Guanidins in Harnstoff. 


Von 
Nicolai N. Iwanoff und A. N. Awetissowa. 


(Aus dem Institut der Pflanzenphysiologie und -chemie der Universitat zu 
Leningrad. ) 


(Eingegangen am 18. November 1930.) 


In allen Fallen, wo in der Pflanze eine neue organische Substanz 
gefunden wird, entsteht beim Physiologen die Frage, ob dieselbe weiteren 
Umwandlungen unterworfen ist oder als Endprodukt des Abbaus er- 
scheint. Dieses Problem ist auf zweierlei Art zu lésen: einerseits unter- 
sucht man die Pflanze in verschiedenen Entwicklungsstadien und 
bestimmt, ob die Menge der gegebenen Substanz sich verandert, anderer- 
seits nimmt man diese Substanz in reinem Zustande und wirkt auf 
dieselbe mit. Extrakten aus der Pflanze ein, um zu verfolgen, ob nicht 
im Saft der Pflanze entsprechende Fermente enthalten sind, welche 
die zu untersuchende Substanz spalten. Wenn es sich erweist, wie im 
Falle der Gegenwart von Alkaloiden oder Betainen in der Pflanze, 
daB mit dem Altern der Pflanze die Menge derselben zunimmt, und 
daB wir inden Saften und Extrakten aus dieser Pflanze keine physiologi- 
schen Faktoren der Spaltung dieser Stoffe auffindig machen kénnen, 
so ziehen wir den SchluB, daB die Alkaloide und Betaine als Abbau- 
produkte der Pflanze erscheinen und daB dieselben, einmal gebildet, 
im weiteren vom Organismus nicht mehr ausgenutzt werden kénnen. 

Aber dieser in der Physiologie gewOhnlich begangene Weg ist 
nicht immer genau, aus dem Grunde, weil das Ausbleiben einer Spaltung 
der Substanz in vitro noch nicht beweist, daB dieselbe auch in vivo nicht 
verlauft, denn wir kennen oft nicht alle nétigen Bedingungen det 
Spaltung. Es geniige der Hinweis, daB nach F. Ehrlich! das Glutamin 
durch lebende Hefe in Bernsteinséure umgewandelt wird, dab aber diese 
Umwandlung aus einer Reihe fermentativer Phasen besteht, von denen 
nur einige rein fermentativ (durch Hefensaft) von (. Newberg? ver- 
wirklicht werden konnten. 


1 F. Ehrlich, diese Zeitschr. 18, 391, 1909. 
2 C. Neuberg, ebendaselbst 91, 131, 1918. 
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In einer so unbestimmten Lage befindet sich zurzeit die Frage nach 
der Umwandlung des Guanidins in der Pflanze. Im Jahre 1891 hat E. Schulze! 
in etiolierten Keimlingen der Wicke Guanidin entdeckt, dessen Menge 
bis zu 0,23 °,, der Trockensubstanz der Pflanze betrug. Eine Reihe Autoren 
haben auf die Gegenwart von Guanidin in anderen Pflanzen hingewiesen. 
Schenk* hat bei der Autolyse der Hefe von der Obergérung, Reuter® in den 
Fruchtkérpern des Steinpilzes, Lippmann‘ in den Wurzeln der Runkelriibe 
Guanidin vorgefunden. Die Versuche, das Guanidin in einer Reihe anderer 
Pflanzen aufzufinden, wie in den Keimlingen von Lupinen, Soja, Erbse 
und Kiirbis, schlugen fehl, und zwar wohl hauptséchlich deshalb, weil 
erst in letzter Zeit eine gute Bestimmungsmethode des Guanidins vor- 
geschlagen worden ist: Bildung eines Niederschlags mit Pikrolonsaure, 
des Pikronolats, das durch Schmelzpunkt und Stickstoffgehalt® identi- 
fiziert werden kann. 

Aber das seltenere Vorkommen des Guanidins konnte nach Schulzes 
Meinung durch die fermentative Umwandlung desselben in den Pflanzen- 
zellen begriindet sein. Was die Entstehung des Guanidins selbst anbetrifft, 
so hat Schulze die Meinung ausgesprochen, auf Grund der Versuche von 
Benech und Kutscher®, daB das Guanidin bei der Spaltung des Arginins 
sich bilde und da®B diese Spaltungsart des Arginins 6fters stattfinde als 
seine Umwandlung in Harnstoff und Ornithin. Bei diesen Erwagungen 
muBten die Autoren annehmen, da®8 das Guanidin in der Pflanze auf fer- 
mentativem Wege gespaltet wurde. Es sind aber keine positiven Daten 
hetreffs der fermentativen Umwandlung des Guanidins in der Literatur 
vorhanden. Im Gegenteil, wir kénnen eine Reihe negativer Resultate 
anfiihren. .Wusculus? hat gezeigt. daB das Guanidin durch Urease nicht 
gespaltet wird, und Pommerenig’, Dakin, Bierry und Ranc® haben 
keine Spaltung des Guanidins durch Fermente der Gewebe des _ Tier- 
organismus, in denen Arginase enthalten war, beobachtet. Zu denselben 
negativen Resultaten sind ebenso gelangt Shiga!®, welcher auf Guanidin mit 
Hefefermenten einwirkte, Takeuchi", der mit Sojasamenfermenten arbeitete 
und Kiesel!?, welcher die Wicke als diejenige Pflanze benutzte, in welcher 
Schulze zum ersten Male Guanidin vorfand. Von besonderem Interesse 
fiir uns war die Untersuchung von Shibata'’, welcher die Unveranderlichkeit 
des Guanidins unter dem EinfluB der Fermente von Aspergillus niger 


' BE. Schulze, Zeitschr. f. physiol. Chem. 17, 193, 1892; Ber. d. Deutsch. 
chem. Ges. 25, 658, 1892. 

2 Schenk, Chem. Centralbl. 1905, IT, 1812. 

3 C. Reuter, Zeitschr. f. physiol. Chem. 78, 167, 1912. 

4 Lippmann, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 29, 2651, 1896. 

5 F. M. Kuen, diese Zeitschr. 187, 306, 1927. 

6 Benech u. Kutscher, Zeitschr. f. phys. Chem. 32, 43, 278, 1901. 

7 Musculus, C. r. 82, 333, 1876. 

8 Pommerenig, Beitr. z. chem. Physiol. u. Pathol. 1, 561, 1900. 

* Dakin, Journ. of biol. Chem. 3, 435, 1907; H. Bierry u. A. Rane, 
C. r. soe. biol. 67, 184, 1909. 

10 K. Shiga, Zeitschr. f. physiol. Chem. 42, 507, 1904. 

11 Takenchi, Journ. Coll. Agric. Tokyo 1, 1, 1909. 

12 4. Kiesel, Das Arginin und dessen Umwandlung in den Pflanzen, 
1916 (russisch). 

13 K. Shibata, Beitr. z. chem. Physiol. u. Pathol. 5, 390, 1904. 
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gezeigt hat. Dadurch ist der miGBgliickte Versuch von Kossowitsch zu 
erklaren, welcher versuchte, das Guanidin als Stickstoffquelle fiir das 
Wachsen des Mycels von Aspergillus niger zu benutzen; die Pilze wuchsen 
nicht, es wurde nur eine geringe Bildung von Hautchen und eine langsame 
Bildung von Ammoniak beobachtet. Kossowitsch' ist, wie auch die vorher- 
gehenden Autoren, geneigt, das Guanidin als einen Stoff anzusehen, welcher 
als Quelle fiir die Stickstoffnahrung dieses Pilzes dienen kann, aber er 
hat keine Beweise zugunsten des fermentativen Charakters dieser Spa! 
tung angefiihrt; zu dieser Reihe von Versuchen miissen auch die An 
gaben von Ackermann? gezahit werden, der das Guanidin der Kinwirkung 
von Faulnisbakterien unterworfen und gefunden hatte, daB~ dabei 
im Nahrungsmedium eine gewisse Menge Harnstoff und Ammoniak 
auftritt 3. 
° + . . Y ° . 

In verschiedenen Ubersichten wird angegeben, daB das Guanidin 
gegeniiber Alkalien labil sei, aber in betreff der fermentativen Spal- 
tung werden die negativen Daten der oben genannten Autoren an- 
gefiihrt. 

Die natiirlichste Vermutung ware, daB die Spaltung des Guanidins 
iiber das Stadium des Harnstoffs verlauft, welcher weiter in Ammoniak 
und Kohlensaéure unter dem EinfluB der Urease verwandelt wird. In 
Anbetracht dessen war es von Interesse, die Spaltung des Guanidins in 
der ersten Phase zu studieren: 


UNH, NH, 
CNH + HO C=O + NHs, 
NH, \NH, 


oder nimmt man die neuen Strukturformeln fiir Guanidin* und fir 
Harnstoff5, so 14Bt sich diese Umwandlung ausdriicken: 


NH, NH, UNH; 
NH,.C< | oder NH=C. | + H,O NH—CX NH; 
‘N ‘NH 0 


Wir beschreiben eine Reihe Versuche. worin es uns gelungen ist 
zu zeigen, daB unter besonderen Bedingungen das Guanidin als gute 
Stickstoffquelle fiir Aspergillus niger dient, daB letzterer das Guanidin 
nach der angefiihrten Gleichung spaltet, nicht nur im lebenden Pilz- 
gewebe, sondern auch unter dem EinfluB des trockenen Mycels. Nach 
unseren Versuchen unterliegt also der fermentative Charakter de1 
Guanidinspaltung keinem Zweifel. 


! Al. Kossowitsch, Zeitschr. f. Garungsphys. 2, 84, 1914; s. auch Czapek, 
Hofmeisters Beitr. 1, 538; 2, 547. 1912; Purjewitsch, diese Zeitschr. 38. 13, 
1912. 

2 D. Ackermann, Zeitschr. f. phys. Chem. 60, 482, 1909. 

3S. auch Winterstein, ebendaselbst 41, 485, 1904, Hinweis. daB die 
Bakterien Arginin unter Bildung von Guanidin spalten kénnen. 

* Hans Krall, Journ. Chem. Soc. 107, 1396, 1915. 

5 4. Werner, Biochemistry of Urea. London 1923. 
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Zur Erzielung solcher Resultate haben wir nicht die gew6hnliche 
Kultur von Aspergillus niger auf Zucker gewahlt, sondern denselben 
auf Pepton kultiviert. Das so im UberfluB an Stickstoffnahrung auf- 
gewachsene Mycel war vollstandig frei von Ureaseferment, wie das 
schon friither N. N. Iwanoff! gezeigt hat: auBerdem erwies es sich, 
daB das Mycel ein Ferment enthielt, welches Guanidin spaltet und welches 
im Interesse einer rationellen Nomenklatur Guanidinase genannt werden 
mup. 

Die Methodik der Versuche war folgende: Die Kulturfliissigkeit bestand 
aus 1g MgSO, 1g KH,PO,, Spuren von FeSO, auf | Liter Wasser, zu 
dem in sehr geringer Menge Glykose hinzugefiigt wurde, welche eine 
schnellere Entwicklung des Pilzes bezweckte. 

Wir nahmen 60 cem einer solchen Lésung, fiigten 1 g Pepton Witte 
und zwei Tropfen 1 °,iger Lésung von ZnSO, hinzu, sterilisierten die 
Lésung in Kolben nach Winogradski, besiten mit Sporen von Aspergillus 
niger und lieBen die Kolben im Thermostaten bei 35 bis 37° stehen. Ge- 
wohnlich wurden fiir einen Versuch acht bis zehn Kolben aufgestellt. 

Nach Verlauf von 5 bis 7 Tagen wurde die Nahrfliissigkeit abgegossen. 
das Mycel sorgfaltig mit sterilisiertem Wasser gewaschen, welches unter 
dasselbe lings dem Kolbenrand gegossen und dann wieder ausgegossen 
wurde, und steril 2 g Glykose in 20 cem Wasser und | g Guanidinearbonat 
(CH;N ;)2H,CO, in 11 cem Wasser eingefiihrt, wobei die alkalische Lésung 
vorher durch konzentrierte Oxalséure neutralisiert war. 

Die so beschickten Kolben wurden in den Thermostaten bei 35° 
gesetzt. Nach gewissen Zeitraumen wurden die Kolben herausgenommen 
und folgende Bestimmungen ausgefiihrt : 

1. pu der Fliissigkeit wurde mit Hilfe des Folienkolorimeters 
nach Wulf bestimmt. 

2. Gesamtstickstoff nach Ajeldahl. 

3. Harnstoff nach Fosse?, wobei der hier erzielte Dixanthy| 
harnstoff auf Stickstoffgehalt nach Mikrokjeldahl untersucht wurde; 
gewohnlich ergab diese Methode fiir die erwahnte Verbindung 6,58 
bis 6,60°,, Stickstoff, also nahe dem theoretischen Wert von 6,66”... 

4. Ammoniak, welches infolge der Anwesenheit von Harnstoff 
und Guanidin in der Kulturfliissigkeit im Vakuum (12 bis 15 mm) 
mit schwachem Alkali bei 35° abdestilliert werden mubte. Durch 
Vorversuche war bewiesen Worden, daB Guanidincarbonat unter diesen 
Destillationsbedingungen nicht zersetzt wird und kein Ammoniak 
abspaltet. 

5. AuBerdem wurde im Mycel die Trockensubstanz und die Stick- 
stoffmenge bestimmt, um zu erfahren, wieviel Guanidinstickstoff 
assimiliert worden ist: zu diesem Zwecke wurde das Mycel sorgfaltig 


' N,N. Iwanoff, diese Zeitschr. 162, 425, 1925. 
2 R. Fosse, Ann. de VInst. Pasteur 30. 1, 1916. 
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mehrmals mit Wasser gewaschen, um rein mechanische Absorption 
des Guanidins méglichst zu vermeiden, bei 60° getrocknet und kjel- 
dahlisiert. 

Es ist zu bemerken, daB in allen Versuchen 0,2 g der Nahr- 
fliissigkeit beigegebene Glykose schnell vollstandig verbraucht wurde : 
daher wird dieselbe in den Versuchstabellen nicht angefiihrt. 


Versuch 1. 

Aspergillus niger entwickelte sich 5 Tage lang bei 35° in 60 cem Mineral- 
medium mit 1 g Pepton, dann wurde die Fliissigkeit abgegossen und steril 
beigegeben: 2 g Glykose in 20 cem Wasser und | g Guanidincarbonat in 
11 cem Wasser, neutralisiert mit konzentrierter Oxalsiurelésung; zu der 
einen Kontrollprobe wurde nur Glykose ohne Guanidin zugegeben. Die 
Resultate sind in der Tabelle zusammengestellt. 





Harnstoff- Menge des  Trocken- Stickstoff- 
, menge im Ammoniak-  substanz gehalt des 
Portionen Filtrat stickstoffs des Mycels im Mycel | Poca 
mg mg mg mg 
Kontrolle nach 5 Tagen, | 0.3353 29 46 


Entwicklung auf Pepton | 


Versuch nach Abgieben 

der Losung und Zugabe 999 19.55 1.0793 108.82 43 

von Glykose und Guanidin 7 tees sts sient ice 
am dritten Tage 


Dasselbe am 14. Tage 151,96 131,85 0.8779 81938 7,8 
Desselbe am 14. Tage || 9  Spuren | 04849 2055 56 


ohne Zugabe von Guanidin | 


Der erste Versuch hat sogleich deutlich gezeigt, daB Aspergillus 
niger, auf Pepton kultiviert, im Falle der Zugabe von Zucker und 
Guanidin, das letztere in Harnstoff und Ammoniak spaltet, wovon 
bis 151,9 bzw. 131,83 mg gebildet worden ist. Hier fand nicht nur 
Zersetzung des Guanidins, sondern auch intensive Assimilation von 
dessen Stickstoff durch das Mycel statt; in der Kontrollprobe waren 
22,46 mg und nach Verlauf von 3 Tagen nach Zugabe von Glykose und 


22, 
Guanidin 108,82 mg enthalten; von besonderem Interesse ist, daB 
die Kontro]lpartien, 14 Tage nur mit Glykose gelassen, keinen Harn- ; 


stoff gebildet und keine Zunahme von Stickstoff im Mycel ergeben 
haben. 

Um zu zeigen, daB Guanidin durch den Pilz zersetzt wird, haben 
wir eine Reihe Versuche angestellt, in denen Guanidin in Wasser gelést. 
durch Oxalsaéure neutralisiert und bei verschiedener Wasserstoffionen- 
konzentration gehalten wurde. Die Portionen wurden mit Toluol 
im Thermostaten wahrend 2 bis 3 Wochen stehengelassen; die Analysen 
haben die Bildung von Harnstoff erwiesen. 








72 N. N. Lwanoff u. A. N. Awetissowa: 


Versuch 2. 


Wiederholung des vorhergehenden, aber mit anderen Versuchsterminen ; 
es wurden noch gréBere Mengen Harnstoff (206,1 mg) und Ammo- 
niak (142,76 mg) erzielt. Besonders deutliche Resultate wurden fiir die 
Assimilation des Stickstoffs durch das Mycel des Pilzes, welcher Guanidin 
und Glykose erhalten hat, erzielt. 





Gebildeter 


Versuchsbedingungen stichato® Harnstot —s 
mg mg mg 
Kontrolle 6 Tage auf Pepton .. . 23,10 - 
Nach Abgieben der Lisung 2g Gly- 
kose und 1g Guanidin zugefiigt . 50,14 206,1 142.76 
Dasselbe, nur Guanidin zugefiigt . . 23,59 Spuren 6,82 
Dasselbe, nur Glykose zugefiigt. . . 23,44 0 Spuren 


Also in allen Portionen, in denen Guanidin zugefiigt worden war. 
fand sich im Mycel eine gleiche Menge Stickstoff, und nur im Falle 
einer gleichzeitigen Verabreichung von Guanidin und Glykose sehen 
wir sowohl eine Stickstoffassimilation als auch eine Bildung von Harn- 
stoff und Ammoniak. 

Ahnliche Versuche wurden von uns mehrfach angestellt; iiberall wurde 


dasselbe Bild beobachtet, wobei die Harnstoffmenge aus Guanidin die 
ganze Zeit zunahm. In einem Versuch fanden wir am 30. Tage 





Harnstoff Harnstoffstickstoft Ammoniakstickstoft 
mg mg mg 
315,0 146.9 100,7 


Wir sehen, daB die Menge des Harnstoffs und Ammoniaks die 
ganze Zeit mit dem Alter der Kultur zunimmt und daB parallel, in 
Gegenwart von Kohlenhydraten, Guanidin (genauer dessen Spaltungs- 
produkte: Harnstoff und Ammoniak) vom Pilz verbraucht wird. Unsere 
Versuche zeigen, daB das Guanidin, ahnlich dem Harnstoff N.N. 
Twanoffs (|. c.), als Abbauprodukt in Abwesenheit von Kohlenhydraten 
erscheint und in deren Gegenwart zur Stickstoffnahrung wird. 

Wenn durch den lebenden Pilz nur eine Spaltung des Guanidins 
in Ammoniak und Harnstoff hervorgerufen wiirde, so miiBte sich das 
Verhaltnis des Stickstoffs der beiden letzten Verbindungen wie 2: 1 
verhalten; indessen haben wir dieses gew6hnlich nicht beobachtet, da 
in Gegenwart von Kohlenhydraten sowoh] Ammoniak als auch Harn- 
stoff durch das Mycel des Pilzes assimiliert wurde; die Zugabe von 
Kohlenhydraten aktiviert nach den Angaben von N. N. Iwanoff die 
Bildung der Urease, die den Harnstoff spaltet. DaB dieses auch in den 
Versuchen mit Guanidin stattfand, ist aus folgendem zu ersehen. 
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Versuch 3. 


Harnstoft 


Aspergillus niger wurde auf der Kulturfliissigkeit mit 1 g Pepton W itt 
i I 


geziichtet. 


Nach Verlauf von 7 Tagen wurde die Fliissigkeit abgegossen 


und steril 2g Glykose in 20 cem Wasser und 5cem 20°,ige Guanidin 


carbonatlésung, welche durch Oxalséure neutralisiert 


war, 


und bei 35° stehengelassen. Am elften Tage, wo die Harnstoffmenge 


erreichte, wurde in steriler Losung 2 g Glucose hinzugefiigt 
g 


Es wurden folgende Resultate erhalten: 


hinzugefiigt 


222 mg 





Stickstoff in mg 


Portion Harnstoft 
mg Harnstoff Ammoniak 
11 Tage mit 2¢ Glykose und lg 
Guanidin. ... rear ee 222,15 103,64 145,32 
Dasselbe, dann noch Zugabe von 2 ¢ 
Glykose und noch 2 Tage stehen- 
gelassen 169.65 79,14 150.16 


Trocken 
gewicht 
des My eels 


mg 


0.5576 


0.8237 


Bei Wiederholung dieses Versuchs bei etwas niedrigerer Temperatur 


erhielten wir ahnliche Resultate. 





is 
Stickstoff in neg 


Portion Harnstoff 
mg Harnstoff Ammoniak 
15 Tage mit 2¢ Glykose und |g 
Guanidin . i ee ee 186.45 86.98 92.88 
Dasselbe, dann noch Zugabe von 2 ¢ 
Glykose und noch 5 Tage stehen- 
gelassen 148.95 69.49 76,26 


Trocken- 
Gewicht 
des Mycels 
mg 


0.4875 


0.8735 


Wir fiihren noch Daten eines Versuchs an, den wir nach demselben 
Plan angestellt hatten und in dem die Tatigkeit der Urease nach Zugabe 


von Glykose scharf hervortrat. 





Gesamt- 
stickstoft 


Portion des Harnstoty Ammoniak- 
Filtrats stickstoff 
mg mg mg 


10 Tage mit 2¢ Glykose und 1g 


SO eee aid 374.55 131,85 55.15 
Dasselbe, dann noch Zugabe von 2 ¢ 

Glykose und noch 6 Tage stehen- 

gelassen . 325.6 24.1) 55.77 


Trocken- 
gewicht 
des 
Mycels 
mg 


1,0585 


1.4874 


Uberall wird in den drei angefiihrten Beispielen eine Harnstoff- 
abnahme nach Zugabe von Glykose beobachtet, obwohl nicht gleich- 
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maBig in allen Fallen; im letzten Beispiel haben wir ein fast volliges 
Verschwinden des Harnstoffs, dessen Menge von 131 auf 24 mg ge- 
fallen ist. Von Interesse ist, daB der Stickstoff im Filtrat hier um 
dieselbe Menge (48,95 mg) abgenommen hat, als dem zersetzten Harn- 
stoff entspricht. Hieraus folgt deutlich, daB der Stickstoff des zer- 
setzten Harnstoffs vollstandig vom Pilz ausgenutzt worden ist. Durch 
diese Daten erklaren wir, warum wir bei Versuchen mit lebenden 
Pilzen niemals in der Kulturfliissigkeit das theoretische Verhaltnis des 
Harnstoffstickstoffs zum Ammoniakstickstoff von 2: 1 erhalten haben. 
In den meisten Fallen tibertraf der Ammoniakstickstoff bedeutend 
den Harnstoffstickstoff. Die Ausnutzung des Guanidinstickstoffs durch 
das Pilzmycel einerseits und die sekundare Zersetzung des Harnstoffs 
unter dem EinfluB der Urease andererseits verwirren die Reaktion der 
Guanidinzersetzung und bewirken, daB der Stickstoff des Harnstoffs 
und des Ammoniaks in der Kulturfliissigkeit des Pilzes sich nicht 
entsprechen. 

Nach einer Reihe von Erganzungsversuchen, welche wir hier nicht 
beschreiben, entstand fiir uns die Frage, ob der Spaltungsvorgang 
des Guanidins ein fermentativer Vorgang sei, den man nicht nur mit 
lebendem, sondern auch mit getétetem, getrocknetem Pilz hervor- 
rufen kann. 


Damit diese Spaltung des Guanidins in Harnstoff und Ammo- 
niak quantitativ verlaufe, muBbte man einen trockenen, getéteten 
Pilz benutzen, und dazu noch einen solchen, der keine Urease enthielt. 
Wie oben erwahnt, enthalten auf Pepton geziichtete Pilze keine 
Urease (nach den Angaben V. N. Jwanofjs), und in diesen Pilzen 
kann man die schwache Urease nur durch Zugabe von Zucker hervor- 
rufen. Aber als wir anfingen, die getrockneten Mycele! aus unseren 
Versuchen zu priifen, fand sich in denselben gar keine Urease. Auf 
alle diese Tatsachen uns stiitzend, haben wir eine Reihe Versuche 
angestellt, worin es uns gelungen ist, die fermentative Spaltung des 
Guanidins in Harnstoff und Ammoniak zu zeigen und theoretische 
Ausbeute der genannten Stoffe zu erzielen. 


Verkuch 4. 


Das Mycel von Aspergillus niger, auf Pepton gewachsen, wurde nach 
AbgieBen der Kulturfliissigkeit und nach Zugabe von Glykose und Guanidin, 
welches derselbe in Harnstoff und Ammoniak zersetzt hat, gewaschen und 
bei 35° getrocknet Das getrocknete und fein gepulverte Mycel wurde zum 
Versuch gewahlt. Es wurden zwei Portionen genommen: 


' Nach den Angaben von Troizki (s. Kiesel, 1. c.) schwacht gew6hnlich 
das Trocknen die Wirkung der Urease ab. 
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1. Eine Versuchsportion, 0,7 g Mycelpulver mit 1 g Guanidinearbonat, 
mit Oxalséure neutralisiert, in 25 ccm Wasser. 

2. Kontrolle, ebenso, aber ohne Zugabe von G:uanidin. 

Die Kolben wurden mit Toluol als Antiseptikum 9 Tage bei 35° 
stehengelassen. 





Stickstoff in mg Verhaltnis 


Portionen . a. Harnstoft-N zu 
Harnstoff Ammoniak des Mediums Ammoniak-N 
Versuch. ... 108,27 63,89 8,2 1.94: 1 
Kontrolle . . . 1,39 8.5 7.9 


Bringt man eine Korrektur bei der Versuchsportion an, indem 
man die im Mycel selbst, d. h. in der Kontrollportion enthaltene Menge 
Harnstoff und Ammoniak abzieht, so wird das Verhaltnis des Harn- 
stickstoffs zum Ammoniakstickstoff 1,94: 1, fast gleich dem theoreti- 
schen, d.h. 2:1. 

Versuch 38. 

Wiederholung des vorigen; auBerdem wurde noch ein Versuch an- 
gestellt, wo das Pilzpulver mit Wasserlésung gekocht und demselben nach 
dem Erkalten | g Guanidinecarbonat, mit Oxalséure neutralisiert, zugegeben 
wurde. 

Die Versuchsdauer betrug 11 Tage, das Gewicht des Mycelpulvers war 


in allen Versuchen 0,67 g. 
/ 





Stickstoff in mg Verhaltnis 
Portionen : =. Harnstoff-N zu 
Harnstoft Ammoniak ‘les Mediums Ammoniak-N 

Versuch: 

Pulver + Guanidin. . 55,78 37,44 8,2 18:1 
Dasselbe, Ferment durch 

Kochen getétet . .. 2.09 8.3 7,2 
Kontrolle: 

Pulver Wasser .. 1,81 6.9 6.4 


Wir sehen, da® in der zweiten Portion, wo das Mycel voran- 
gehendem Kochen unterworfen wurde, keine Guanidinzersetzung 
beobachtet wird, weil die Harnstoffmenge hier fast der Harnstoffmenge 
in der Kontrollportion gleich kommt, wo kein Guanidin zugefiigt worden 
war; folglich verlauft die Guanidinzersetzung unter dem EinfluB des 
Ferments, welches durch Kochen inaktiviert wird. 

Das Verhialtnis des Stickstoffs von Harnstoff und Ammoniak 
1,8, unterscheidet sich hier ebensowenig vom theoretischen. 


Versuch 6. 


Wiederholung des vorhergehenden, nur die Versuchsdauer war 8 Tage. 
und es wurde eine kleine Menge Mycel (0,25 g) gewahlt; infolgedessen war 
die Guanidinspaltung in diesem Zeitraum nicht weit vorgeschritten 
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Verhaltnis 


Stickstoff in mg Harnstoff-N zu 
Portionen PH Ammoniak-N 
een — des Mediums nach 
Harnstoft Ammoniak Korrektion 
Versuch: 
Ferment -- Guanidin . 18.47 10.06 Be 2.95: 1 
Dasselbe, Ferment durch 
Kochen get6tet. . . . Spuren 1,02 7,2 


Hier wurde nach Korrektion auf die Kontrollportion das Verhaltnis 
des Stickstoffs des Harnstoffs zu dem des Ammoniaks gleich 2,05, 
d.h. vom theoretischen nur um 0,05 abweichend, erzielt. Wir hatten 
noch eine Reihe Versuche angestellt und gezeigt, daB dieses Verhaltnis 
auch 1,86 und sogar 1,71 sein kann, d. h. es wird ein gewisser UberschuB 
der Ammoniakfraktion gegeniiber dem Harnstoff beobachtet. Diese 
Erscheinung kann dadurch erklart werden, daB in dem fiir die Versuche 
angewandten Mycel in kleiner Menge Urease zuriickbleibt, welche 
teilweise die Harnstoffspaltung ausiibt. DaB dieses in Wirklichkeit 
stattfindet, k6nnen wir aus folgendem Versuch ersehen. 


Versuch 7. 


Mycel von Aspergillus niger, dem wahrend des Versuchsvorganges, 
nach der Zersetzung des Guanidins, von neuem 2g Glykose zugegeben 
wurde; der Pilz hatte als Resultat der Lebenstatigkeit fast den ganzen 
Harnstoff in der Kulturfliissigkeit zersetzt, d. h. es hatte sich in demselben 
Urease gebildet. Ein solehes Mycel wurde nach Trocknen bei niedriger 
Temperatur (um nicht die Wirkung der Urease zu schwachen) fiir den 
Versuch verwendet; nach unserem Erachten muBte in demselben Guanidinase 
und Urease enthalten sein. 

Zu 0,6g Mycelpulver wurde |g durch Oxalséure neutralisiertes 
Guanidinecarbonat in 25 cem Wasser hinzugefiigt; in der Kontrolle wurden 
die Fermente des Mycels durch Kochen getétet. Die Dauer des Aufenthalts 
im Thermostaten bei 35° betrug 12 Tage. 





Verhaltnis 


Stickstoff in mg Harnstoff-N zu 
Portionen PH Ammoniak-N 
enn! Ges Mediums nach 
Harnstoff Ammoniak Korrektion 
Versuch: 
Ferment + Guanidin . 39.88 33,54 8,1 1,39: 1 
Dasselbe, Ferment durch 
Kochen getitet . .. 1.35 5.9 6.7 — 


In dem Falle, wo im Pilz Guanidinase und Urease enthalten sind. 
war das Verhaltnis des Stickstoffs des Harnstoffs zu dem des Ammo- 
niaks bis auf 1,39 gesunken. Also kénnen wir jene Schwankungen, 











- 
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die wir in unseren Versuchen beobachtet haben, erkliren: in dem 
Falle aber, wo das Verhialtnis 2,05 erreichte, kénnen wir behaupten, 
daB wir im Pilz nur Guanidinase und keine Spuren von Urease hatten. 

Es ist uns nun vollstandig klar, warum die friiheren Autoren, 
Shibata u. a., welche mit Guanidin arbeiteten, dessen fermentative 
Spaltung nicht erzielen konnten: der Grund liegt darin, daB im Mycel 
von Aspergillus niger, welcher auf Pepton aufgewachsen war, keine 
Guanidinase enthalten ist. Es ist nétig, dem Pilz zuerst Guanidin und 
Glykose zu verabreichen, damit derselbe infolge der Notwendigkeit, 
Stickstoff zu erhalten, das entsprechende Ferment in sich entwickelt. 

Das Ausbleiben von Guanidinase bei Aspergillus niger, welcher 
auf Pepton aufgewachsen war, ist aus folgendem Versuch zu sehen. 


Versuch &. 


Zur Untersuchung wurde das Mycel aus drei verschiedenen Versuchen, 
welches auf Mineralsalzen mit Pepton aufgewachsen war, gewahilt, ge- 
pulvert und | g durch Oxalséure neutralisiertes Guanidincarbonat in 25 cem 
Wasser zugegeben. 





Gewicht des 


Versuch Dener zugegebenen PH Harnstoff 
Tage Trockenmycels des Mediums mg 
1 9 0,22 7,9 0 
2 10 0,29 7.8 0 
3 10 0,33 8.2 0 


Hier ist zu ersehen, dab in dem auf Pepton aufgewachsenen Mycel 
die Guanidinase vollstandig fehlt. 

Im Zusammenhang mit unseren Versuchen ist es von Interesse, 
die Versuche Karaschimas! mit Glykozymase zu vermerken. Diesem 
Autor ist es gelungen, mit Hilfe der Leber eines Warmbliiters, die 
Spaltung der Guanidinessigsaure in Glykokoll (nach van Slyke bestimmt) 
und Harnstoff (durch Urease bestimmt) hervorzurufen. 

Nach unseren Versuchen kénnen wir annehmen, da das in den 
Pflanzen vorkommende Guanidin fermentativ in Harnstoff und Ammo- 
niak umgewandelt wird, aber gew6hnlich kénnen wir diese Produkte 
nicht auffangen, weil der Harnstoff durch die in der Pflanzenzelle 
anwesende Urease gespalten wird. Die Erzielung ureaseloser Mycellen 
und die kiinstliche Entwicklung der Guanidinase in denselben durch 
Zucker auf Guanidin und Glykose ergab uns die Mdéglichkeit, eine 
fermentative Spaltung des Guanidins in Harnstoff und Ammoniak zu 
verwirklichen. 


' J. Karaschima, Zeitschr f. phys. Chem. 177, 42, 1928. 
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Wir kommen zu folgenden SchluBsatzen: 

1. Das Guanidin kann als gute Quelle der Stickstoffnahrung fiir 
Aspergillus niger dienen, wenn man dem auf Pepton aufgewachsenen 
Pilz nach AbgieBen der Kulturflissigkeit eine Lésung von Glykose und 
Guanidinsalz verabreicht. 

2. Der lebende Pilz zersetzt Guanidin in Harnstoff und Ammoniak 
nur in Gegenwart von Kohlenhydraten. Unter diesen Bedingungen 
findet eine Neubildung des entsprechenden Ferments im Mycel statt, 
welches als Guanidinase zu bezeichnen ist. 

3. Mit Hilfe des getéteten, getrockneten Mycels von Aspergillus 
niger, welches Guanidinase und keine Urease enthalt, kann eine quan- 
titative Spaltung des Guanidins in Harnstoff und Ammoniak erzielt 


werden. 
4. Das Kochen eines solchen gepulverten Mycels mit Wasser 


zerstort die Guanidinase. 














Uber die Atmung der Samen von Olpflanzen. 


Von 


A. I. Ermakoff! und Nicolai N. Iwanoff. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des Instituts fiir angewandte 
Botanik in Leningrad.) 


(Eingegangen am 18. November 1930.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Die gegenwartige Physiologie benutzt in weitem Mabe die Be- 
stimmung des Atmungskoeffizienten, um ein Urteil dariiber zu fallen, 
welcher Art Material beim Atmen der Organismen, Organe, Gewebe 
und Zellen verbraucht wird. Dieser Zusammenhang zwischen dem 
Materialverbrauch einerseits und der Kohlenséureausscheidung und 
Sauerstoffabsorption andererseits ist schon von Saussure? und Borodin® 
Godlewski*, Bonnier und Mangin® vermerkt worden, wobei besonders 
deutliche Ergebnisse in dieser Frage von N. Djakonoff® und Purje- 
witsch’ erzielt worden sind. Beim Verbrauch von Kohlenhydraten 
niherte sich der Atmungskoeffizient 1, und wo beim Keimen von 
Olpflanzensamen Ole verbraucht wurden, da sank dieser Koeffizient 
bedeutend und erreichte 0,335. Nach den Angaben von Godlewski 
und anderen Autoren ]4Bt sich die bedeutend héhere Sauerstoff- 
absorption im Vergleich zur Kohlenséureausscheidung dadurch er- 
klaren, daB beim Keimen der Olpflanzensamen eine Umwandlung der 
Fette in Kohlenhydrate stattfindet, die sich durch einen Oxydations- 
prozeB erklaren laBt. AuBerdem ist durch die Versuche von W. Polow- 
zew® gezeigt worden, daB zum Atmen vorzugsweise Zucker im Vergleich 
zu Ol verbraucht wird. Dieser Autor hat gezeigt, daB beim Aufweichen 
von Kressesamen in Wasser der Atmungskoeffizient CO,/O, = 0,55, 
und beim Aufweichen in 5°,iger Saccharoselésung CO,/O, 1,06 ist. 

' Ins Deutsche iibertragen von Dr. £. Fritzmann. 

2 Saussure, Mem. de la Soc. Phys. de Genéve 6, 557, 1833. 

3’ I. P. Borodin, Physiologische Untersuchung iiber das Atmen der 
blattragenden SchéBlinge, 1876 (russisch). 

4 BE. Godlewski, Jahrb. f. wiss. Bot. 18, 491, 1882. 

5 Bonnier u. Mangin, Ann. de se. natur. (6) 18, 364, 1886. 

6 N. W. Djakonoff, Ber. d. Deutsch. bot. Ges. 5, 115, 1887. 

K. Purjewitsch, Jahrb. f. wiss. Bot. 35, 573, 1900. 
8 W. W. Polowzew, Ann. d. Akad. d. Wiss. 12, Nr. 7, 1901 (russisch). 
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In letzter Zeit sind Falle von Schwankungen des Atmungskoeffizienten 
in Abhangigkeit von partieller Zuriickhaltung der Kohlenséure durch die 
Gewebe der Pflanzen, wie auch durch den Umstand, daB die Samenschale 
die Sauerstoffabsorption hemmt, beschrieben worden. Als Endresultate 
werden unvollstandige Oxydationsprodukte, im einzelnen organische 
Sauren gebildet; trotzdem aber wird die Bestimmung der Atmungs- 
koeffizienten in weitem Umfang von den Physiologen ausgenutzt. Als ein 
den Gaswechsel bei der Atmung verzerrender Moment erscheinen die Falle 
der Zugesellung von Sauerstoff zu den leicht oxydierbaren Stoffen der 
lebenden Zelle ohne entsprechende Ausscheidung von Kohlensaure. O. War- 
burg’ hat ausfiihrlich einen von solchen Autoxydationsfallen von un- 
gesattigten Fettsauren studiert und ist zum SchluB gelangt, daB die Linolen- 
siure mit drei Doppelbindungen leicht durch den Sauerstoff der Luft in 
Gegenwart von Eisensalzen oxydiert wird; diese Reaktion verlauft nach 
folgendem Schema: 


| | 
CH CHOH CHO 


| +0,+H,0 wet dl +O —> | |+H,0. 
CH CHOH CHO 
| | l 


Hier wird eine doppelt so groBe Anlagerung von Sauerstoff an das 
Molekiil der ungesattigten Saure beobachtet, als zur Erzielung der ent- 
sprechenden Dioxysaéure nétig wire. Dieser Fall beweist, daB in der Zelle 
Prozesse stattfinden kénnen, welche von Sauerstoffabsorption und Energie- 
ausscheidung begleitet werden, wobei keine Spuren von Kohlenséure aus- 
geschieden werden. 

Vielleicht verlaufen derartige Prozesse von Sauerstoffanlagerung auch 
in keimenden Olsamen, welche in ihrem ©] Linolensdure enthalten; vielleicht 
findet hier eine unmittelbare Oxydation des Olmolekiils ohne Umwandlung 
in Kohlenhydrate statt. Diese Frage tauchte in der Literatur auf, nachdem 
eine Reihe russischer Forscher? gezeigt hatte, daB das Ol in den Olsamen 
sich bedeutend andert, je nach den Klimaverhialtnissen, unter denen diese 
Samen reiften. Es erwies sich, da8 mit dem Vorriicken nach dem Norden 
(nach S. L. Iwanoff) oder in Berggegenden und unter Bedingungen einer 
erhéhten Feuchtigkeit (nach N. N. Jwanoff) in dem Ol der Leinsamen die 
Menge der ungesittigten Fettsiuren bedeutend steigt; die Jodzahl, die 
die Menge dieser Séuren angibt, kann von 190 (Archangelsk) bis 154 (Tasch- 
kent) schwanken. Diese Daten iiber eine erhéhte Jodzahl beim Ol von 
Lein und anderen Pflanzen. welche im Norden aufgewachsen, dienten als 
Material fiir die Hypothese, welche den ungesattigten Fettséiuren eine 
wichtige Rolle beim Keimen der Leinsamen zuschreibt (S. L. Jwanoff, 1915, 
G. W. Pigulewsky, 1915); es wurde die Vermutung ausgesprochen, daB der 
Sauerstoff im ersten Moment des Keimens sich an die ungesattigten Fett- 
sauren anlagert, infolge dessen Warmeenergie ausgeschieden wird, welche 
die junge Pflanze weniger abhangig von der sie umgebenden, im Norden 
niedrigen Temperatur macht. Diese Hypothese fuBte auf der leichten 


! O. Warburg, Zeitschr. f. physiol. Chem. 92, 231, 1914. 
2 S. L. Iwanoff, Mitteilung des Bureau fiir spezielle Pflanzenziichtung 
1915), Nr. 1; G. W. Pigulewsky, daselbst 1915, Nr. 5; K. P. Kardaschoff, 


Pflanzenéle. Moskau 1917 (russisch); N. N. Iwanoff, Bull. of Applied 
Botany and Plant Breeding 16, Nr. 3, 3, 1926 (russisch). 
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Autoxydation der Linolensaiure, wurde aber durch keine experimentellen 
Daten unterstiitzt. 

Wir sind im Besitz eines reichen Leinmaterials, das wir aus Punkten 
von verschiedener geographischer Lage (Versuche von Prof. V./. Vavilov) 
erhalten haben. Das O] von einer Sorte Leinsamen im Norden von 
Nowgorod (58° 40’ nérdl. Breite) zeigte eine Jodzah] von 185, und im 
Siiden in Fergana (41° 03’ nérdl. Breite) 160. Bei Anwendung unseres 
Materials, das so verschiedene Jodzahlen aufwies, schien es uns leicht, 

e 
sich zu tiberzeugen, dab der Sauerstoff an die ungesdttigten Fettsdéuren 
des Ols sich anlagert ; natiirlich erwarteten wir eine gréBere Sauerstoff- 
absorption durch die keimenden Samen noérdlichen Ursprungs mit 
hoher Jodzahl, im Vergleich zu den Siidlichen mit niedriger Jodzahl. 

Wir unternahmen eine Untersuchung iiber die biochemische Um- 
wandlung von keimenden Leinsamen in der ersten Anfangsperiode 
eines Auflebens und studierten den Gaswechsel wahrend der Atmung 
dieser jungen Keimlinge. 

Gewoéhnlich wurden Leinsamen gewahlt, eine bestimmte Zeit in Wasser 
geweicht, eine bestimmte Menge Samen entnommen (z. B. 20) und auf 
Glaswatte in ein langes Eudiometer von 25 bis 50 ccm Inhalt gebracht; 
das Eudiometer wurde durch Quecksilber geschlossen und auf die Flache 
desselben ein Wassermeniskus eingefiihrt. Das so beschickte HKudiometer 
wurde an einen dunklen Ort gesetzt oder mit schwarzem Tuch bedeckt. 
Nach Zeitraiumen von 24, 48, 72 Stunden wurden mittels einer Gaspipette 
Proben entnommen und im Apparat von Polowzeff- Richter! untersucht. 

Fiir Versuche mit groBen Mengen Samen wurde von A. /. Ermakof/ 
ein besonderer Apparat konstruiert, welcher eine Modifikation und Ver 
besserung des von Polowzeff beschriebenen Modells  darstellt. Dieser 
Apparat erwies sich bequem zur Entnahme von Gasproben (s. Abb. 1). 
In einigen Fallen wurde eine Desinfektion der Samen nach W. Arzichowski 
und W. Stom? und Polowzeff (1. c.) unternommen. Zu diesem Zwecke wurde 
der Apparat fiir das Atmungsstudium im Autoklaven sterilisiert, dann 
wurden in denselben die Samen gebracht und mit 0.1 °,iger Bromloésung 
bedeckt; nach Verlauf von 10 bis 15 Minuten wurde die Lésung abgegossen 
und die Samen mehrmals mit sterilisiertem Wasser bis zum Ausbleiben 
der Bromreaktion gewaschen. Danach wurde auf die Samen wieder sterili 
siertes Wasser gegossen, in dem dieselben eine bestimmté Zeit aufweichten. 
Nach dem Aufweichen wurde durch den Apparat 15 bis 30 Minuten lang 
durch Watte filtrierte Luft gesogen: darauf wurde der Apparat an einen 
dunklen Ort gesetzt und eine Kontrollprobe der Luft genommen, die auf 
Sauerstoff und Kohlensiure analysiert wurde. Nach Verlauf einer gewissen 
Zeit wurden dem Apparat Proben entnommen und nach jeder Probe 
entnahme wurde durch den Apparat Luft gesogen. In den weiter an- 
gefiihrten Tabellen sind Zahlen angegeben, die auf urspriinglichen Sauerstoft- 
und Kohlensaéuregehalt in der Luftatmosphare korrigiert sind. 


! W. Palladin u. S. Kostytschew, Handb. d. biochem. Arbeitsmethod. 
von E. Abderhalden 8, 479, 1910. 

2 W. Arzichowsky u. W. Stom, Bull. d. Samenpriifungsstation am bot. 
Garten 3, 2. 
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Das OL wurde aus den Samen mit trockenem Ather 24 Stunden lang 
im Soxrhletschen Apparat extrahiert. Die Samen, Keimlinge und das 
extrahierte Ol wurden im Vakuum in einem Kohlensaéurestrom bei 20 mm 
und einer Temperatur von 65 bis 70° getrocknet. Das O] aus den Keimlingen 
und aus den Samen wurde gleichzeitig extrahiert; zugleich wurden die 
physikalischen und chemischen Konstanten bestimmt. 

Die Jodzahl wurde nach der Giiblschen, von Waller modifizierten 
Methode bestimmt. Der Brechungskoeffizient des Ols wurde mittels des 
Abbéschen Refraktometers bei 20° bestimmt. Das spezifische Gewicht 
des Ols wurde durch die pyknometrische Methode bestimmt. 

Der Zucker wurde mit Hilfe der Hagedorn-Jensenschen Mikrome thode' 
bestimmt, in Fallen, wo eine groBbe Zuckermenge vorhanden war. wurde 
die Issekutzsche Methode? angewandt. 

Mit Hilfe dieser Methodik studierten wir die ersten Atmungs- 
stadien der keimenden Samen von Lein, Ricinus, Mandel, um die Frage 
aufzuklaren, auf Kosten welchen Materials hier die Atmung stattfindet 
ob, wie in der Literatur angegeben wird, beim Keimen der Olpflanzen 
ein Steigen des Trockengewichts der Samen beobachtet wird und ob 
in den ersten Atmungsstadien der Samen eine Veranderung der Quan- 
titat und der Qualitét des Ols stattfindet 


Versuch 1. 

Leinsamen ein und derselben Sorte, aber verschiedenen Ursprungs, 
die eine nérdlichen, Nowgorod (58° 40’ nérdl. Breite), die andere siidlichen, 
Fergana (41°03/ nérdl. Breite), wurden 21 Stunden lang in Wasser aufgeweicht : 
es wurden je zehn Samen gewahlt und auf Glaswatte im Eudiometer von 
25 cem Inhalt gebracht. Die erste Gasprobe wurde nach 24 Stunden ge- 
nommen, die Luft im Eudiometer durch atmospharische ersetzt und nach 
2 Tagen die Keimlinge von neuem auf Atmung gesetzt. 

Die zweite Probe wurde nach 25 Stunden Atmung entnommen. Die 
Ergebnisse sind in der Tabelle dargelegt. 





Samenursprung 





oy Ver- Shay es ~ Now gorod Fergana 

Keim- suchs- — ———— : : --— — a — 

linge dauer Aus- ~ Absorbiert Cc 0. Aus- Absorbiert co 
geschieden CO» Oe geschieden CO» Os 2 

Yo 
Std. Std., 9 “lo [ "lo | 919 O2 
t 

24 24 1,02 1,03 1,00 0,95 1,10 0,86 
72 25 7,09 14,00 0,50 5,90 11,30 0,52 


Dieser Versuch wurde dreimal wiederholt und stets wurde erzielt, 
daB die Leine noérdlichen Ursprungs nicht nur geringere Atmungs- 
koeffizienten im Vergleich zu den siidlichen aufwiesen, wie zu erwarten 
war, bei der Annahme, daB der Sauerstoff unmittelbar an die un- 
gesittigten Fettsauren sich anlagert, sondern im Gegenteil, erwies sich 
der Atmungskoeffizient im Norden etwas héher. Aber wie es diese 


Hagedorn-Jensen, diese Zeitschr. 135, 46, 1922; 137, 92, 1922. 
2 Tssekutz u. Both, ebendaselbst 183, 1927 
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Versuche erwiesen, erscheint am wichtigsten der Umstand, dab der 
Atmungskoeffizient der Leinsamen in den ersten Atmungsstunden 
sehr hoch war, wobei derselbe sich 1 naiherte, d. h. vollstandig an die 
auf Kosten der Kohlenhydrate stattfindende Atmung erinnerte. 

Den folgenden Versuch stellten wir mit Atmung von groben Mengen 
keimender Leinsamen an, wobei die Samen vorher mit einer 0,1 ° igen 
Bromlésung im in Abb. 1 abgebildeten Apparat desinfiziert wurden. 





Abb. 1. 


Versuch 2. 


Es wurden 2g Leinsamen genommen, in den Apparat gebracht und 
daselbst desinfiziert (mit 0,1 °,iger Bromlésung), dann nach Abspiilen mit 
Wasser 15 Stunden lang in Wasser aufgeweicht. Das Keimen fand im 
Dunkeln bei 18° statt. Die Gasproben wurden nach 10. 56, 96 und 
168 Stunden nach Anfang des Versuchs entnommen, wober vor jeder neuen 
Versuchsanstellung 7, 27 und 22 Stunden durch den Apparat atmosphiarische g 
Luft gesogen' wurde. 





Zeitriume, 

Alter in denen die Ausgeschieden | Absorbiert CO. 
der Keimlinge Gasprobe ent- COs O» ° 
nommen wurde - Os 

Std. Std. %9 0), 
10 10 0,77 0,85 0,90 
56 7 0.58 0.80 0.72 
96 27 2.50 7,17 0,35 
168 22 2.90 7,44 0,39 


Es wurde noch ein Versuch iiber die Einwirkung der Mikro- 
organismen, die an den Leinsamen anhaften und wahrend des Versuchs 
das Bild des Gaswechsels verzerren konnten, angestellt. 


6* 
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Versuch 3. 

Es wurden zwei Leinportionen zu je 2 g gewahlt und in die Apparate 
fiir die Atmung gebracht; jeder von 200 ccm Inhalt. Die eine Portion 
wurde mit 0,1°, Brom 20 Minuten lang desinfiziert, die andere zur selben 
Zeit in Wasser geweicht; darauf wurden beide Portionen noch eine Stunde 
lang in Wasser geweicht und nach Entfernung des Wassers im Dunkeln 
stehengelassen. Vor dem Anfang des Atmens wurden Gasproben entnommen, 
welche auf den Gehalt von CO, und O, analysiert wurden. Die Gasproben 
wurden nach 22 und 29 Stunden entnommen, worauf die Luft in den 
Apparaten durch Saugen mit einer Wasserstrahlpumpe durch atmo- 
spharische ersetzt und die Apparate 16 Stunden lang stehengelassen wurden, 
dann wurden wieder Gasproben entnommen und diese Operation noch 
zweimal wiederholt. 

Die Resultate der Gasanalysen sind in einer Tabelle dargestellt. 








Alter Zeitriume, Desinfizierte Undesinfizierte 
der in denen die ——— seerorntnertenpranatinnans i cdckeillimsnecmahabapeaiiaten 
Keim- Gasprobe ent- Aus- Absorbiert Go Aus- Absorbiert ag 
linge ‘nommen wurde geschieden CO» O2 2 geschieden CO, O» 2 
Std. Std. % on U2 15 09 O2 
22 22 0,59 0,56 1,05 0.71 0,80 0.89 
29 29 0,97 0,88 1,10 1.65 2,11 0.78 
47 16 1,28 1,63 0,78 2,24 3,40 0.70 
77 6 1,62 240 0,70 1,92 3,38 0,57 
101 5 1,45 2,31 0,63 2,15 4,08 0,50 


Die Ergebnisse der letzten zwei Versuche bestatigen die Ergebnisse 
der ersten Versuche: die Atmungskoeffizienten der Leinsamen nahern 
sich 1 in den ersten Stunden, d.h. erinnern an die auf Kosten der 
Kohlenhydrate stattfindende Atmung. Im Versuch 3 wurde erkannt, 
daB die Atmungskoeffizienten sich nach der Desinfektion der Samen 
mit 0,1°,, Brom wenig verandert haben; dieser ProzeB rief anfangs 
sogar eine gewisse Steigerung des Atmungskoeffizienten hervor, worauf 
ein Sinken desselben folgte. Im ganzen haben wir den SchluB zu ziehen, 
daB keine merkbare Einwirkung von Bakterien in unseren Versuchen 
beobachtet wurde und daB ein gewisser Unterschied in der Aus- 
scheidung von Kohlensaéure dem EinfluB von Brom zuzuschreiben ist. 

Aber einen sich 1 nahernden Koeffizienten haben wir erst 
nach 10, 22, 24 Stunden nach Anfang des Versuchs beobachtet, weiter 
fangt derselbe an zu sinken und erreicht 0,35 bis 0,39, wie in Versuch 2, 
d.h. wird zum fiir Olpflanzen typischen Koeffizienten, welchen Bonnier 
und Mangin (l.c.), Godlewski (l.c.) und S. L. Iwanoff! beobachtet 
haben. Das Sinken der Atmungskoeffizienten in den weiteren Stunden 
haingt vom energischen Sauerstoffverbrauch ab, was gewoéhnlich von 


1 S. L. Iwanoff, Journ. f. exper. Agronom. 14, 75, 1913; Mitteilung des 
Bureaus f. spezielle Pflanzenziichtung 4, 1915. 
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einer Abnahme der Olmenge und Zunahme von Zuckerarten begleitet 
wird, wie dieses schon H. Liaskowski' gezeigt hat. Folglich haben wir 
festgestellt, da& der Atmungskoeffizient der Olsamen nur am Anfang 
sehr hoch ist, und gezeigt, warum die vorherigen Autoren nicht solche 
Resultate erzielt haben. 

Als diese Tatsachen festgestellt waren, entschlossen wir uns nach- 
zurechnen, welcher Gewichtsverlust an Trockensubstanz in den Samen 
in der ersten Keimungsperiode stattfindet, wo der Atmungskoeffizient 
nahe | ist. Diese Berechnung haben wir unter genauer Bezugnahme 
der Kohlensaureausscheidung und der Sauerstoffabsorption wahrend 
eines gewissen Zeitraums angestellt. 


Versuch 4. 


5 g Leinsamen wurden nach dreistiindigem Aufweichen zwecks Atmung 
in einen Kolben von 610 cem Inhalt gebracht, der durch einem Gummistopfen 
mit zwei Glasréhren, durch welche die Gasproben entnommen wurden, 
verschlossen wurde. Der Stopfen war mit Quecksilber bedeckt. Nach 
54 Stunden, wo der Atmungskoeffizient noch nahe | (etwa 0,84) betrug, 
beendeten wir den Versuch und berechneten im Kolben die Mengen des 
absorbierten Sauerstoffs und der ausgeschiedenen Kohlensaéure. 





Vol.-°'5 Gew.-mg 
Ausgeschieden CO, 4,50 49,76 
Absorbiert 0... .... 5,35 42,44 


Stellt man eine summare Berechnung an, so ist die Gewichts- 
abnahme auf Atmung 54stiindiger Keimlinge, berechnet auf Kohlen- 
siure und Wasser, nicht weniger als 32,2 mg Trockensubstanz. 

In der Literatur halt sich bis jetzt die Ansicht, die aus Detmers*® 
Zeiten stammt, daB die Olsamen in der ersten Keimungsperiode ihr 
Trockengewicht auf Kosten der Anlagerung des Sauerstoffs an das Ol 
vergréBern. Detmer beschreibt einen Versuch, wo 100 g Rapssamen 
nach viertagigem Keimen eine absolute Zunahme des Ols von 42,45 
bis auf 42,91 g¢ ergaben. Wir stellten eine Reihe Versuche mit Lein 
an, in dem mehr ungesattigte Fettsduren als im Raps enthalten sind, 
und wir haben nirgends weder eine Zunahme des Trockengewichts der 
Keimlinge noch eine Zunahme der absoluten Olmenge, noch eine 
Veranderung der Qualitét desselben beobachtet: dabei haben wir sehr 
kurzdauernde Versuche gefiihrt. 


' N. Liaskowski, Das Keimen der Kiirbissamen in chemischer Hinsicht, 
1874 (russisch). 

2 Detmer, Vergleichende Physiologie des Keimungsprozesses der 
Samen, 1880, S. 320 bis 329. 
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Die von Detmer und anderen Forschern erzielten Ergebnisse sind nach 
unserer Meinung durch die Unvollstandigkeit der Methodik (Trocknen der 
Samen und des aus denselben erzielten Ols bei hoher Temperatur) zu er- 
kliren. Weiter fiihren wir einen Versuch an, in welchem wir 50 g Leinsamen 
eine kurze Zeit keimen lieBen, in einem Falle bei 20°, im anderen bei 5 bis 6°, 
und bestimmten das Trockengewicht der Samen und Keimlinge, wobei wir 
das Trocknen im Vakuum im Kohlensaurestrom bei 70° anwandten. 


Versuch 5. 


Leinsamenportionen zu 50 g wurden 24 Stunden lang aufgeweicht und 
auf feuchtem Filtrierpapier im Dunkeln keimen gelassen: 1. bei 6° wahrend 
96 Stunden, 2. bei 20° wahrend 30 Stunden. Darauf wurde die Portion des 
Ausgangssamens und die der Keimlinge schnell im Vakuum bei 70° bis 
zu konstantem Gewicht getrocknet. Das Resultat war folgendes: 





Gewichtsverlust 


Gewicht nach wihrend der . 
Samen oder Keimlinge Trocknen im Kehnuneupesiode Gewichtsverlust 
Vakuum bei 70° . 
g Do 
50 g lufttrockener Leinsamen 46,800 
Ebenso, nach 96 stiindigem 
Keimen bei 6°. . . 2... 44,2017 2.5983 5.55 
Ebenso, aber nach 30stiindi- 
gem Keimen bei 20° . . . 44,815 1,985 4,24 
Auch in. einem Versuch yon noch kiirzerer Dauer 17 Stunden 


erzielten wir beim Keimen von Leinsamen bei 20° solche Resultate. 


Trockengewicht der Samen ........... .. . 95200 ¢ 
Trockengewicht I7stiindiger Keimlinge. . . . . . . . . 9,38070¢ 
a ree 
Gewichtsverlust in Prozenten ............ . 2,24% 


Also selbst in kurzdauernden Versuchen des Leinkeimens erzielten wir 
stets einen Verlust an Trockengewicht, wie dieses aus den Berechnungen 
des Gaswechsels zu erwarten war. 

Hapenrichter' hatte ebenso einen Verlust an Trockengewicht beim 


Keimen von Sojasamen von 1,85 bis 4,48°, pro 72 Stunden beobachtet. 

Nach diesen Versuchen nehmen wir an, da der Detmersche Satz 
von der Zunahme des Trockengewichts bei keimenden Olsamen nicht 
bestehen kann: die vor kurzem erfolgte Bestatigung der Angaben 
Detmers durch S. L. Iwanoff? erachten wir als auf Tatsachen nicht 
begriindet. 

Die Methode der Atmungskoeffizienten ergab uns die Méglichkeit, 
zu konstatieren, daB selbst in den ersten Stunden des Keimens von 
Lein als energetisches Material nicht Ol, sondern Kohlenhydrat ver- 
braucht wird, aber zur genauen Feststellung dieses Schlusses waren 


' Hapenrichter, The respiration of the soya bean, Bot. Gaz. 85, 271, 1928. 
2 8S. L. Iwanow, Die Lehre iiber Pflanzenéle, 1924 (russisch). 
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unmittelbare Versuche nétig. Die Bestinsmungsmethode des Atmungs- 
koeffizienten kann manchmal ein verzerrtes Bild ergeben.  Darauf 
lenkte unlangst die Aufmerksamkeit G. Frietinger', welcher sich mit 
dem Keimen von Erbse, Weizen, Hafer, Lein und Sonnenblume be- 
schaftigte und die Atmungskoeffizienten bestimmte; derselbe gelangte 
zum SchluB, daB zwischen der Abgabe von Kohlenséure und der 
Absorption von Sauerstoff auch kein Parallelismus vorhanden sein 
kann: der Atmungskoeffizient kann stark schwanken, indem derselbe 
iiber | steigt und niedriger sinkt: hier kann groBen EinfluB die Samen 
hiille ausiiben, welche den Zutritt von Sauerstoff erschwert und _ teil- 
weise zu intramolekularer Atmung fiihren kann. Obgleich letzteres 
Bedenken sich nicht auf Olsamen bezieht, mit denen wir experimen- 
tierten, so sind wir doch zu unmittelbaren Versuchen mit Keimenlassen 
von Leinsamen und Olbestimmung in denselben tibergegangen. 


Versuch 6. 


Ks wurden neun Portionen lufttrockener Leinsamen zu je 10,00 g¢ 
gewahlt. Drei Portionen wurden sogleich fein zerrieben und im Vakuum 
bei 70° getrocknet, die iibrigen wurden zum Keimen angesetzt, wobei drei 
Portionen 17 Stunden lang keimten, die anderen drei 70 Stunden lang; 
die Keimungstemperatur betrug 18°. Das Keimen wurde unter einer Glas 
glocke auf Filtrierpapier im Dunkeln durchgetiihrt. Nach beendetem Versuch 
wurden die Keimlinge quantitativ auf Uhrgléser tibergefiihrt und zum 
Trocknen im Vakuumapparat bei 76° unter sorgfiltiger Entfernung der 
Luft versetzt. Die getrockneten Keime wurden in einer Porzellanschale 
zerrieben und im Wageglaschen unter denselben Bedingungen bis zu kon 
stantem Gewicht getrocknet. Alle Portionen wurden darauf einer Extraktion 
im Soxhletschen Apparat unterworfen. 


Die Resultate sind in einer Tabelle angefiihrt. 





Ol auf Trocken- 


Trocken- |_geWieht der zum Jodzahl | Siure-  Brechungs- 
Material gewicht Versuch gewihlten des zahl koeftizient 
Samen Ols des Ols bei 20°C 
g 919 
| 40,14 | Ms 
Ungekeimte Samen. . 9.5200 49,42 ' 40,25 172.7 0.71 1,4727 
| 40,20 
40.21 l 
17stiindige Keimlinge . 9.3070 40,21 ) 40.19 172.5 0,37 1,4726 
| 40,15 
7Ostiindige Keimlinge .  9,0506 | 34413527 171,6 9,00 1.4727 


Aus den Daten ist zu ersehen, dab wahrend 17 Stunden Keimens 
ein merklicher Verlust an Trockengewicht stattfand, aber die Olmenge. 


! G. Frietinger, Flora 22, 167, 1927. 
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wie auch die Olkonstanten, haben sich nicht geandert (Jod- und Saure- 
zahl und Brechungsindex); nur bei 70stiindigen Keimlingen, wo der 
Atmungskoeffizient gewohnlich sank, beobachteten wir eine Abnahme 
des Ols von 40,25 bis auf 35,27°,. Wir haben diesen Versuch noch 
zweimal wiederholt und tberall erzielten wir das gleiche Resultat, daB 
wahrend der ersten 16 bis 18 Stunden Keimens in den Leinkeimlingen 
kein Olverbrauch! beobachtet wurde. 

In allen unseren Versuchen wurde nicht nur nach 16 bis 18 Stunden. 
sondern auch nach 70 Stunden keine Veranderung der Jodzahl beobachtet. 
Diese Unveranderlichkeit der Jodzahl weist ebenso bestimmt darauf hin. 
daB in den ersten Atmungsstadien der Sauerstoff nicht unmittelbar an die 
Fettsiuren angelagert wird; Meyerhof? ist es gelungen, zu zeigen daB 
die Jodzahl im Muskelgewebe, welches Sauerstoff absorbiert hat, abnimmt. 
aber in unseren Versuchen wurde stets eine Unveranderlichkeit der Jod- 
zahl gefunden, selbst in denjenigen Fallen, wo das Ol bestimmt ver- 
braucht wird, wie z. B. in Versuch 6 nach 70 Stunden. 

In diesen Versuchen haben wir uns nochmals iiberzeugt, daB das 
Atmen der Olpflanzenkeimlinge auf Kosten der Kohlenhydrate statt- 
findet ; das O] verandert sich anfanglich nicht, spater wird es verbraucht, 
indem es in Kohlenhydrate tibergeht, ohne direkt durch Sauerstoff 
oxydiert zu werden. 

Es ist noch zu bemerken, da eine Reihe Autoren (O. Fiirth® 
bei Ricinuskeimlingen, Peturin‘ bei 8- bis 16tagigen Kiirbiskeimlingen) 
keine merkliche Veranderung der Jodzahl des Keimlingséls im Vergleich 
zum Samend6l beobachtet haben. 

Weiter fiihren wir noch Versuche mit Atmung von Ricinus, Soja 
und Mandel an, welche uns zu denselben Resultaten fiihrten. 


Versuch 7. 


A. Drei Samen Ricinus communis wurden 23 Stunden lang aufgeweicht 
und danach auf Glaswolle ins Eudiometer gebracht; die Gasprobe wurde 
nach 18 Stunden entnommen; das zweitemal wurden die 65stiindigen 
Keimlinge wieder ins Eudiometer in eine Luftatmosphare versetzt und 
wieder eine Gasprobe nach 22 Stunden entnommen. 





Alter e Ausgeschieden Absorbiert 10 
der Keimlinge ine 1 nach 102 O2 a ? 
Std. 2 
Std. fo %"lo 
18 18 2,76 3,55 0,8 
65 22 3,50 6,79 0,5 


1 N. Deleano (Arch. f. biol. Wiss. 15, 1, 1910, russisch) hat gezeigt, daB 
selbst in viertagigen Ricinuskeimlingen die Olmenge nicht abnahm, sondern 
sogar etwas zunahm von 16,8 g in Samen bis auf 17,2 g in Keimlingen. 

2 Meyerhof, Chemische Dynamik der Lebensprozesse. 

3 QO. Firth, Hofmeisters Beitr. z. chem. Physiol. u. Pathol. 1904, S. 430. 

4 Peturin, Journ. f. exper. Agronom. 15, 1, 1914 (russisch). 
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B. Dasselbe wurde mit drei Mandelfriichten, welche vom Pericarpium 
befreit, mit Brom desinfiziert und in den Apparat von 200 cem Inhalt 
gebracht waren, ausgefiihrt. 





Alter . Ausgeschieden Absorbiert co 
der Keimlinge Gasprobe nach CO. 0. 2 
Std. . . Os 
Std. %"o 0/9 
23 23 1,00 1.43 0.7 
120 42 3,30 3,82 0,56 
144 21 3,92 5.05 0.77 


C. Dasselbe wurde mit 2,8 g Sojasamen, welche 19°, Ol enthielten, 
ausgefiihrt; dieselben wurden 24 Stunden aufgeweicht und in den Apparat 
von 200 cem Inhalt gebracht 

24 24 1,62 1.74 0,93 
76 6 3,40 3,89 0.87 

Die mit Ricinus erzielten Ergebnisse sind véllig abnlich dem 
mit Lein erhaltenen: anfangs ist der Atmungskoeffizient gleich 0,8, 
und nach 65 Stunden sinkt er bis auf 0,5. Im Versuch mit Mandeln 
halt sich der Atmungskoeffizient, welcher nahe | ist, langer, selbst 
144stiindige Keimlinge zeigten die GréBe 0,77; diese Erscheinung 
erklaren wir durch die Gegenwart laut den Angaben von M. Ga- 
potschko —- von 3,78°,, Saccharose, 3,57°,, Pentosane und 3,05", 
Zellstoff, welche Material zum Atmen liefern kénnen. Die Sojasamen 
ergaben auch nach Verlauf von 76 Stunden die Zahl 0,87 fiir den 
Atmungskoeffizient, was zeigt, daB hier kein Ol verbraucht wurde. 

Bisher war die Rede von der Unveranderlichkeit des Ols beim 
Keimen und vom Verbrauch der Kohlenhydrate fiir den AtmungsprozeB. 
Nach den Literaturangaben ist in den Leinsamen eine gewisse Menge 
Zuckerarten enthalten; wir beschlossen, den Zuckergehalt wie in den 
Samen, so auch in den Keimlingen in den ersten Stunden des Keimens 
zu untersuchen. Der Zucker wurde nach der Mikromethode von 
Hagedorn-Jensen bestimmt. 


Versuch &. 

Es wurden fiinf Portionen Leinsamen zu je 1,00 g gewahlt, die eine 
wurde sogleich, die anderen nach dem Keimen, in bestimmten Zeitraumen 
sorgfaltig zerrieben und auf siedendem Wasserbad bis fiinfmal mit Athyl- 
alkohol extrahiert, um méglichst vollstaéndig den Zucker zu extrahieren, 
der vor und nach der Inversion durch Saccharase der Hefen bestimmt wurde. 





Zucker, auf das urspriingliche Samengewicht 
berechnet 


Material 
vor der Inversion nach der Inversion 
DES Sa oe ee 0,34 0,62 
Sstiindige Keimlinge ...... 0,35 1,22 
” ” : bree ee 0,63 1.34 
49 “ a he ie : 1,16 1,88 


_ aa : oe ene 255 3 52 
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Aus diesem Versuch ist zu ersehen, daB beim Keimen wahrend 
S und 27 Stunden die Zuckermenge vor und nach der Inversion nicht 
nur abnimmt, sondern sogar zunimmt; hier entstand schon nach 
8 Stunden Keimens eine fermentative Spaltung der Samenpolysaccharide, 
wobei dieser Zucker auf keinen Fallaus dem Ol entsteht, da in49 Stunden, 
laut unseren Angaben, das Ol unverindert bleibt. Folglich wird uns 
die Moéglichkeit einer Ausnutzung der aus den Vorratspolysachhariden 
des Leinsamens entstehenden Zuckerarten durch die jungen Keime 
verstandlich. 

Wir stellten noch einen Versuch an, in dem wir fiir die Spaltung 
der Polysaccharide in den Samen und in den Keimlingen das Praparat 
Takadiastase der Firma Parke und Davis anwandten. 


Ve rsuch 9. 

Je 0.5 2 fein zerriebener, vorher entfetteter Leinsamen und -Keimlinge 
wurden mit Alkohol, 86°,, auf dem Wasserbad wahrend 15 Min. extrahiert; 
der Alkoholextrakt wurde abgegossen und in einen MeBkolben abfiltriert; 
diese Operation wurde mit neuen Alkoholportionen fiinfmal wiederholt. 
Die Hydrolyse des alkoholischen Extrakts wurde mittels schwacher Salz- 
sdure au-gefiihrt. 

Zum Studium der Takadiastaseeinwirkung wurden ebenso drei Pro- 
tionen zu.0,5 g Samenpulver, 17- and 60stiindige Keimlinge mit 25 cem 
Wasser. 0.01 g 'Takadiastase, etwas Toluol genommen und auf 45 Stunden 
im Thermostaten bei 35° stehengelassen; danach wurde in denselben 
Zucker bestimmt. 





Zucker in ©), der entfetteten Substanz 
Material “aie aeay © ag ae Oy PRN = oonee 
; vor der Inversion nach der Inversion nach Takadiastase- 
mit HCl einwirkung 


Leinsamen ....... 1,26 4.85 10,7 
listiindige Keimlinge . . 1,44 5,07 12,16 
60 J 7 5 3,86 5,84 13,47 


Hier zeigt sich eine gewisse Zunahme des Zuckers schon in den 
ersten 17 Stunden Keimens der Leinsamen: diese Menge nimmt mit 
dem Alter der Keimlinge zu. GroBe Mengen Zucker nach der Taka- 
diastaseeinwirkung in den Samen und in den Keimlingen zeigen deutlich , 
daB die Leinsamen eine gréBere Reserve von Polysacchariden besitzen, 
welche durch Fermente gespalten werden kénnen, und daB die Keim- 
linge in der ersten Zeit des Lebens ganz ohne Ausnutzung von Fetten 


auskommen. 


Auf Grund der in unseren Versuchen beschriebenen Daten kénnen 
wir uns also folgende Vorstellung iiber das Keimen der Olsamen 
machen. Ganz am Anfang beim Aufweichen und in den ersten Stunden 
des Keimens findet fermentative Spaltung der Polvsaccharide bis zu 
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Monosacchariden statt, welche in den ersten Atmungsphasen verbraucht 
werden, wahrend dieser Periode nahert sich der Atmungskoeffizient 
der 1: dann tiberlagert sich diesem ProzeB die Bildung der Kohlenhydrate 
aus dem Ol, was sich durch Abnahme der Olmenge, Verminderung 
des Atmungskoeffizienten und Zunahme der Kohlenhydrate (Saccharide 
und Starke) anzeigt. Sobald diese zweite Phase des Keimens beginnt, 
wird es unmdglich, zu unterscheiden, welcher Anteil der Saccharide 
durch Hydrolyse der Polysaccharide und welcher auf Kosten des Ols 
entstanden ist. Wir miissen zugeben, daB das Atmen der Olsamen auf 
Kosten der Kohlenhydrate stattfindet und daB das Sinken des Atmungs- 
koeffizienten nicht den Ubergang zur unmittelbaren Atmung auf Kosten 
des Ols, sondern den Anfang der Kohlenhydratbildung aus Ol] anzeigt. 

Die Olsamen verbrauchen beim Atmen Kohlenhydrate. Von den 
zwei Nahrungsquellen, Ol und Saccharide (Polysaccharide), ziehen 
die Keimlinge den Zuckerverbrauch vor. 


Schliisse. 

1. Die Atmung der Olsamen von Lein, Ricinus und Mandel unter- 
scheidet sich in den ersten Stadien des Keimens nicht von der Atmung 
von Samen, welche als Vorratsmaterial Kohlenhydrate enthalten. 

2. Das Verhaltnis der ausgeschiedenen Kohlenséiure zum _ ab- 
sorbierten Sauerstoff bei Olsamen, welche anfangen zu keimen, nahert 
sich 1. 

3. Beim Keimen des Leins wird keine Zunahme des Trocken- 
gewichts der Samen beobachtet: die friiheren Lieteraturangaben tiber 
diese Frage beruhen auf einer ungenauen Methodik. 

4. Die Quantitat und Qualitat des Ols in den ersten Stunden des 
Keimens von Lein bleibt unverandert. 

5. Die Menge der Zuckerarten (Mono- und Disaccharide) nimmt am 
Anfang des Keimens auf Kosten der fermentativen Spaltung von 
Polysacchariden zu. 

6. Die Jodzahl bei Lein6l verindert sich nicht, weder am ersten 
‘Tage des Keimens, wo dessen Menge dieselbe wie in den Samen bleibt 
noch am zweiten bis dritten Tage, wo dessen Menge deutlich abnimmt ; 
dieses zeigt, daB das Ol nicht unmittelbar durch den Sauerstoff der 
Luft oxydiert wird. 

7. Die keimenden Samen der von uns gepriiften Olpflanzen be- 


nutzen in erster Linie als Atmungsmaterial Kohlenhydrate. 





Uber die Beeinflussung der Histaminwirkung durch Kolloide. 


Von 
Behrend Behrens. 


(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Heidelberg.) 


(Eingegangen am 20. November 1930.) 


Es ist eine bekannte Tatsache. daB tiberlebende Organe, z. B. das 
Froschherz, wenn es sich langere Zeit in einer physiologischen Salz- 
lésung befunden hat, durch Zusatz kleiner Serummengen oder ahn- 
lichem zu erneuter, besserer Tatigkeit angeregt werden kann: eine 
Erscheinung, die sich auch durch oberflichenaktive Stoffe, Seife z. B., 
hervorbringen l4Bt. Man kénnte daher annehmen, daB die Wirkung 
des Serums auf das iiberlebende Herz, ebenso wie die der Seife, dadurch 
bedingt ist, daB vergiftende Stoffwechselprodukte von den Gewebs- 
oberflachen entfernt werden. Fiir den tiberlebenden Darm und Uterus 
gilt sicher 4hnliches. Es wird dann ohne weiteres verstandlich, dab 
ein isolierter Uterus oder isoliertes Darmstiick bei Zusatz von Serum 
oder MuskelpreBsaft, so wie es verschiedentlich festgestellt wurde, auf 
Histamin besser anspricht. 

Fiir diese Erscheinung gibt es aber auch andere Erklarungs- 
méglichkeiten, eine solche versucht Bernfeld' wahrscheinlich zu machen. 
Seine Versuche zeigen nimlich, daB Zusatz kleiner Mengen von Kaolin 
oder Talkum die Histaminwirkung am isolierten Darm zu verstarken 
vermégen. Kaolin und Talkum sind Stoffe, die in anderem Sinne 
oberflichenaktiv sind, richtiger gesagt, es sind Stoffe mit groBen 
aktiven Oberflichen. Fiir seinen Befund gibt Bernfeld folgende Er- 
klarung: ,,Unsere Versuchsergebnisse kénnen so gedeutet werden, 
daB das an der Adsorbensoberfliche adsorbierte Histamin in einer 
anderen, gleichsam héheren Konzentration vorliegt als in der Lésung. 


! Bernfeld, diese Zeitschr. 224, 478 — 490, 1930. 
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Die Wirkung der Summe des nicht adsorbierten und des adsorbierten 
Histamins wird also gréBer sein, als die derselben Histaminmenge 
ohne Adsorbens.* 


Hierin liegt eine Auffassung, die unseren landlaufigen Ansichten 
insofern widerspricht, als wir doch guten Grund fiir die Annahme 
haben kénnen, daB nur das in Lésung befindliche Histamin zur Wirkung 
kommen kann. Haben wir einen adsorbierenden Stoff dem Bade zu- 
gefiigt, so ist anzunehmen, daB das adsorbierte Histamin aus der Lésung 
verschwunden ist und folglich nicht mehr wirkt. Wir miissen also 
nach einer anderen Erklérung suchen als nach der oben zitierten. Da 
mir diese ganze Frage nicht ganz unwichtig erschien, habe ich zu- 
nichst die Versuche von Bernfeld nachgepriift. Es ist mir aber nicht 
gelungen, den beschriebenen Effekt sicher zu reproduzieren. 


Versuchsanordnung. 

Ich benutzte die tibliche Anordnung, wie sie zur Auswertung von 
Hypophysin und ahnlichen Praparaten benutzt wird. Das GefaB, in welchem 
der tiberlebende Darm oder Uterus aufgenommen wurde, faBte L100 cem; 
als Badefliissigkeit wurde Locke-, in einigen Versuchen auch Tyrodelésung 
verwendet, sie wurde mit einem Kohlensaureluftgemisch von etwa 4°, 
Kohlenséure durchliiftet. Kaolin oder Talkumsuspensionen wurden mit 
den Mengen einer Histaminlésung versetzt, von denen festgestellt war, 
daB sie gerade eine mittlere Wirkung hervorriefen. Die Mischung wurde 
dann der Badefliissigkeit in der Weise zugesetzt, daB das Gesamtvolumen 
stets 100 cem betrug. Bei den Kontrollversuchen wurde in entsprechender 
Weise verfahren. 

Ergebnis. 


Bei Verwendung von’ Kaolin oder Talkummengen von 60, 125, 
250 mg wurde in allen Fallen keine oder eine abschwachende Wirkung 
der Zusatze festgestellt. twa in einem Viertel der Fille war kein 
Unterschied zwischen dem Versuch und den Kontrollversuchen fest- 
zustellen. Bei Benutzung von 25 mg waren die Ergebnisse unsicher. 
In einem Teil der Falle wurde nach Zusatz der Aufschwemmungen 
geringe Verstarkung der Wirkung beobachtet. Die Zahl der Fille, 
in denen die Wirkung entgegengesetzt war, war jedoch ebenso grob. 
Bei der nicht unbetrachtlichen Schwankung der Empfindlichkeit eines 
isolierten Darm- oder Uterusstiickes muB ich aus diesen Ergebnissen 
wohl schlieBen, daB geringe Zusitze von Kaolin oder Talkum die 
Histaminwirkung nicht beeintrachtigen; groBe Mengen dieser Stoffe 
aber, wie es ja auch von Bernfeld angegeben ist, hemmend auf die 
Histaminwirkung einwirken. 


Die eigentlich recht geringe abschwachende Wirkung, auch grober 
Kaolin- und Talkummengen macht es fraglich, ob diese Stoffe tber- 
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haupt Histamin in nennenswerter Weise adsorbieren. Nach dieser 
tichtung hin unternommene Versuche haben gezeigt, daB die oben 
angegebenen Stoffe Histamin kaum zu adsorbieren vermégen. Wurden 
z. B. in einem Zentrifugenglas 250 mg Kaolin, 0,06 mg Histamin zu 
l2cem Lockescher Lésung zusammengebracht. so war nach dem 
Zentrifugieren die tiberstehende Lésung ebenso wirksam wie Histamin 
in entsprechender Verdinnung ohne Kaolin. 

Da ich demnach die Versuchsergebnisse von Bernjeld nicht zu 
reproduzieren vermochte, ertibrigt es sich auch, weitere Betrachtungen 
iiber die Erklarungen anzustellen, die dieser Autor fiir seine Versuchs- 


ergebnisse gibt. 

















Experimentelle Untersuchungen 
iiber die Wirkung der Luftverdiinnung auf die Resistenz der roten 
Blutkérperchen gegeniiber hypotonischen Kochsalzlésungen. 


Von 
Clara Naegeli, Ziirich. 


(Aus dem Schweizerischen Forsehungsinstitut fiir Hochgebirgsklima und 
Tuberkulose in Davos.) 


(Eingegangen am 20. November 1930.) 


Uber die Wirkung der Luftverdiinnung auf die Resistenz der 
roten Blutkérperchen ist meines Wissens bis dahin in der Literatur 
nichts Positives zu finden. 

Kestner (1) beschreibt Versuche an Hunden, die gleichzeitig ver 
mindertem Luftdruck und vermehrter Ultraviolettstrahlung ausgesetzt 
wurden und fand, da®B nur die vermehrte Strahlung von EinfluB auf die 
Resistenz sei, nicht aber die Luftverdiinnung. K. von Rohden (2) ver- 
6ffentlichte schon friiher seine Ergebnisse iiber Experimente mit Ultra- 
violettbestrahlung und damit verbundenen Resistenzpriifungen. In dieser 
Arbeit werden auch Untersuchungsresultate von Wanner erwahnt, der die 
Resistenz des Blutes gesunder und annahernd gesunder’ Ferienkindet 
gepriift hatte. Er fand sie, nachdem die Kinder einen Aufenthalt in 1500 m 
Hohe gehabt hatten, in 29°, unverandert, in 65 °% 
Kochsalzlésungen vermindert, wobei offenbar nur die Minimumresistenz 
beriicksichtigt wurde. 


, gegeniiber hypotonischen 


Einige am Davoser Forschungsinstitut angestellte Untersuchungen 
an unter Luftverdiinnung gehaltenen Tieren lieben vermuten, daB die 
Resistenz der Erythrocyten durch Luftverdiinnung beeinflubt werde 
und gaben den Anlab, diese Frage naher zu priifen. 


Arbeitsmethode. 


Zur Untersuchung wurden hypotonische Kochsalzl6sungen verwendet 
von 0.6%, fallend bis 0.3°, mit einem Konzentrationsunterschied von 
0,02 ",. Die Lésungen wurden ganz zu Beginn der Untersuchungen her 
gestellt, in luftdicht verschlossenen Flaschen aufbewahrt und also fiir alle 
Experimente dieselben gebraucht. Die Losungen wurden aus einer 0.6 °,igen 
NaCl-Lésung (30 g NaCl, Aqua dest. zu 5000 cem) hergestellt. Indem man 
von dieser Stammlésung 58 Teile nahm und mit zwei Zeilen Aqua dest. 
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vermischte, erhielt man die 0,58°,ige NaCl-Lésung (56 Teile Stamm. 
l6sung + 4 Teile Aqua dest. 56 ©oige Lésung usw.), also nach der Forme!l 
0.58 ccm 
- 06% 0,58 °,. Zu Beginn jedes Experiments wurden 16 kleine 
0,60 cem 
Reagenzglaschen von 12 mm Durchmesser mit je 2 cem der Salzlésungen 
0,6, 0,58 fallend bis 0,3°, angefiillt, entsprechend etikettiert und mit 
Gummistopfen dicht verschlossen. Ein 17. Réhrchen wurde mit 2 cem 
Aqua dest. beschickt. Unmittelbar vor der Blutentnahme erst wurden die 
Gummistopfen entfernt, um die Zeit, in welcher Verdunstung méglich, 
auf ein Minimum zu beschranken. Dann wurde einem Kaninchen das Ohr 
gut rasiert, mit Toluol eingerieben und, nachdem dieses ganz verdunstet. 
eine Vene angeschnitten. Das Ohr wurde vom Assistenten so gehalten, 
daB sich ein kleiner Blutsee bilden konnte, aus welchem in eine Tuberkulin- 
spritze Blut aspiriert wurde. Sodann wurde die Vene schnell abgeklemmt 
und in jedes Réhrehen, nach Aufsetzen einer eben (stumpf)geschliffenen 
Kanitile auf die Spritze, 0,02 cem Blut gespritzt. Der Assistent verschloB 
das Réhrehen unmittelbar nach der Beschickung mit Blut mit dem Pfropfen 
und vermischte durch Schiitteln seinen Inhalt, bevor das Blut Zeit gehabt 
hatte zu gerinnen und an der Glaswand festzuhaften. Es wurde also mit 
einem Verhaltnis von Blut zu NaCl-Lésung gearbeitet, das 1: 100 war. 
Die Reagenzréhrehen standen in einem zweireihigen Gestell, so daB man 
einen Streifen weiBen Papiers als Hintergrund zwischen die zwei Reihen 
schieben konnte. Die Réhrchen wurden 1 Stunde lang stehengelassen, 
nach einer halben und ganzen Stunde Ablesungen gemacht und hernach 
stark zentrifugiert. Eine genaue Ablesung war meistens erst nach dem 
Zentrifugieren méglich. (Bei den Kaninchen. die untersucht wurden, 
nachdem sie in verdiinnter Luft gewesen, erwies es sich als notwendig, 
sofort zu zentrifugieren, da infolge der beschleunigten Gerinnung [Er- 
héhung der Thrombozytenzahl in verdiinnter Luft; £. Kolozs (3)] die Sedi- 
mentierung ganz unzureichend war, wenn man erst nach langerem Warten 
zentrifugierte. ) 

Bei jeder Untersuchung wurde auch ein Ausstrich von unvermischtem 
Blut auf einen Objekttrager gemacht. Nach dem Zentrifugieren wurden 
mittels Platindraht auch Ausstriche der Sedimente auf Objekttrager her- 
gestellt, und zwar aus den Réhrchen, die Maximumresistenz und Minimum- 
resistenz zeigten oder aus deren nachster Nachbarschaft, sowie aus einigen 
Roéhrehen zwischen diesen zwei Werten, z. B. 0.58% (Minimumresistenz), 
0.5, 0,42, 0.36, 0.3% (Maximumresistenz), so da8 der Unterschied in der 
Zusammensetzung der verschiedenen Sedimente verglichen werden konnte. 
Die Ausstriche wurden an der Luft getrocknet und dann mit May-Griin- 
waldscher Lésung gefarbt. 


Als Versuchstiere dienten in Davos geborene und aufgewachsene 
Kaninchen, die zur Zeit der Experimente etwa 3 Monate alt waren. Sie 
wurden mindestens zweimal untersucht. bevor sie in verdiinnte Luft gesetzt 
wurden, um zuverlissige Vergleichswerte zu erhalten. Dann wurden sie 
in einen luftdicht abschlieBbaren Kasten gesetzt, der auf der einen Seite 
mit einer Wasserstrahlpumpe, auf der anderen mit einem Ventil und Mano- 
meter in Verbindung stand. Durch Spannung der Ventil’eder konnte die 
Luft im Kasten auf den gewiinschten Druck eingestellt werden. Die Tiere 
blieben 6 bis 8 Tage im Kasten in einer Luftverdiinnung von anfangs etwa 

26mm Hg und maximal — 340 mm Hg. (Trotz der nur allmiahlichen Ver- 
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minderung des Luftdrucks sind uns einige Tiere in der Luftverdiinnung 
gestorben, wobei die Sektion hochgradige Leberverfettung zeigte.) Jeden 
zweiten bis dritten Tag wurden die Tiere fiir 2 bis 3 Stunden aus dem 
Kasten genommen und ihr Blut untersucht. 


Untersuchungsergebnisse. 

Unsere Experimente zeigten eindeutig, daB die Resistenz der 
Erythrocyten dadurch, daB die Versuchstiere in verdiinnte Luft 
von durchschnittlich 300mm Hg (was dem Atmospharendruck 
auf etwa 6500 m ii. d. M. entspricht) gebracht worden waren, wesentlich 
beeinfluBt wurde. Dies ist auch aus der Tabelle I ersichtlich. 

Zuerst fiel auf, daB ein kleiner Teil der Blutkérperchen an Wider- 
standskraft einbiiBte, d.h. die Minimumresistenz! sank (ihre Zahlen- 
werte stiegen). Dies ist besonders bei den zwei zuerst untersuchten 
Tieren auffallig, wo die Ausgangswerte der Minimumresistenz ziemlich 
niedrig waren (0,54°,) und unter EinfluB der Verdiinnung bis auf 
0,6°,, und dariiber stiegen. Sodann war eine starke Beeinflussung der 
Maximumresistenz zu verzeichnen in dem Sinne, dab ihre Werte sanken, 
die Widerstandskraft der roten Blutkérperchen gegeniiber den hypo- 
tonischen Lésungen also erhéht war. Bei simtlichen Versuchstieren 
war die Maximumresistenz nach wenigen Tagen Verdiinnung schon 
unterhalb 0,3 °,,, d. h. es waren im Ausstrich des Sediments der 0,3 ° ,igen 
Lésung noch ziemlich viele, gut erhaltene Erythrocyten zu finden. 
Die Resistenzbreite hat also betrachtlich zugenommen (um mindestens 
vier Réhrchen = 0,08 °,, Konzentrationsunterschied). 

Ganz analoge Resultate erhielt seinerzeit Snapper (4) bei seinen 
Untersuchungen. Er priifte die Resistenz der Erythrocyten an Tieren, 
die er durch Blutverluste anamisch gemacht hatte. Wahrend wir auber- 
halb des tierischen K6érpers durch Luftverdiinnung Sauerstoffmange] 


' Der Begriff der ,,Minimumresistenz“* wurde von von Limbeck ein- 
gefiihrt. Er bezeichnet die schwachste Salzlésung, die noch keine Haimolyse 
zeigt. Der Begriff der ,.Maximumresistenz“* stammt von .Wosso und gilt 
der konzentriertesten Salzlésung, die schon vollkommene Himolyse zeigt. 
Die ,,Resistenzbreite’’ umfaBt die ganze Zone zwischen Minimum- und 


Maximumresistenz. Die Minimumresistenz ist sehr leicht dadurch zu 
bestimmen, daB man die RéOhrchen nach dem Zentrifugieren vor weibem 
Hintergrund betrachtet. Die geringste Verfarbung der obenstehenden 


Fliissigkeit wird dann schon ohne Spektroskop sichtbar. In zweifelhaften 
Fallen kann man die Fliissigkeit in ein leeres R6hrchen iibergieBen, ohne 
das Sediment aufzuriitteln, und dann die Flissigkeitssiule von oben, also 
mit gréBerem Durchmesser, betrachten. Die Maximumresistenz wird 
bestimmt, indem man durch Vergleich mit dem Aqua dest.-Réhrehen die 
starkste Salzlésung sucht, die vollkommen klar ist, oder genauer, deren 
Sediment keine Rotfarbung mehr zeigt. Ich habe die Maximumresistenz 
im Ausstrichpraparat jeweils mikroskopisch nachkontrolliert. 
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Tabell 
Kanin- In In - In 
chen unverdiinnter unverdiinnter unverdiinnter 2 Tage verdiinnt 3 Tage ver + Tage 
Nr. Luft Luft Luft 
I Druek ~ 260 mm ze 
Min.-Res. 0,54 0,52 0,52 0,56 6 
Max.-Res. 0,36 0,36 0,34 0,34 
Il Druck — 260 mi 
Min.-Res. 0,52 0,54 0,6 
Max.-Res. 0,36 0,36 < 0; 
HI = Druek — 260/- 340 m 
Min.-Res. 0.6 0.6 0.6 
Max.-Res. 0.38 0.36 a 
IV Druck 260/- 280 mm 
Min.-Res. 0.6 0,6 06 
Max.-Res. 0,36 0.36 < 0.3 
VV Druck 250 
Min.-Res. 0,6 0,6 0.6 
Max.-Res. 0,36 0,36 
VI. Druck - 300 m1 
Min.-Res. 0,6 0,6 0.6 
Max.-Res. 0,34 0,34 <0 
VII Druck - 250 mn 
Min.-Res. 0,6 0.6 06 
Max.-Res. 0.36 0,38 < 0, 
0.6 bedeutet, dab bei 0,58 Hamoly: eu Wi 
0.6 bedeutet, dab bei 0.58 Hamolyse Reutlich 


herstellten, tat er dasselbe innerhalb des Organismus durch Blut- 
entzug. in beiden Fallen muBte die Reaktion dieselbe sein: Steigerung 
der Blutneubildung im Knochenmark und vermehrtes Erscheinen 
junger Erythrocyten in der Blutbahn. Die Veranderungen der Resistenz 
miissen also auf diese jungen Blutkérperchen im Blute zuriickzufiihren 
sein. [Damit stimmt auch die Angabe tiberein, daB bei Anamia perni- 
ciosa die Resistenz gesteigert sein soll', Naegeli (5).] 

Es ist also nicht sehr tiberraschend, diese Annahme im mikro- 
skopischen Blutbild bestatigt zu finden. Im Trockenpraparat der noch 
nicht luftverdiinnten Tiere fanden sich normale Erythrocyten, bei 
einigen Versuchstieren Anisocytose? und Polychromasie angedeutet. 
Auffallend war der vollkommene Mangel an neutrophilen Leucocyten. 
Balé (6) fand als Folge von Luftverdiinnung Leucopenie und Rup- 


! Dies wird mit Megalocytose in Verbindung gebracht. 
2 Hauptsachlich Megalocytose. 
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Tabells 
eri ave Vv i 5 Tage ve 6 Tage 7 Dame wand 8 Tage 9 Tage 
ver ; Tage verdiinnt 5 Tage verdiinnt nanan 7 Tage verdiinnt verd@nnt ooxrdnaedt 
260 mm - 280 mm 
06 0.6 
< 0.3 ~ 03 
Om ~ 280/- 300 mm 260/- 280 mm 
0.6 > 0.6 
< ( < 03 < 0.3 
340m 300 mm —- 300 mm 
> 0.6 ~ 0.6 
< <— 0.3 — 0.3 
- 300 mm - 340 mm 
~ 0.6 -06 
< 0.3 ~ 0.3 
250/- 300 mm ~ 300 mm 300 mm 
0.6 06 06 
< 0.38 < 0.3 < 03 
mr — 500 mm 300/-250mm 2 Tage in 280 mm 
06 06 unverdinnter ~> 0,6 
<@ 0.34 0.32 Luft, dann 0.3 
wieder 2 Tage 
verdinnt 
)mn 280 mim — 260 mm 
06 06 
< 0.3 O38 < 03 
lamolys eu Wahrnehmbar war. 
[amolyse feutlich wahrnehmbar war. 





paner (7) und Stdubli (8) beobachteten an Hohenkurorten eine Ver- 
minderung der Leucocytenzah] beim Menschen. Ich habe jedoch bei der 
Durchsicht von etwa 200 Blutpriparaten der unverdiinnten und 
verdiinnten Versuchstiere keinen einzigen Neutrophilen bemerken 
kénnen, ohne mich allerdings besonders mit diesen Zellen befaBt zu 
haben. 


Die Trockenpraparate der /uftverdiinnten Tiere zeigten schon nach 
zweitagiger Luftverdiinnung sehr stark ausgepragte Anisocytose und 
Polychromasie, die im Laufe der Verdiinnung bis zu 7 und 9 Tagen 
noch wesentlich zunahm, jedoch keine kernhaltigen roten Blutkérper- 
chen. Beim Vergleich der Sedimente ein und desselben Versuchs am 
luftverdiinnten Tiere fand sich folgendes: War die Minimumresistenz 
z. B. bei 0,58 gefunden worden, so zeigte das Sediment des zentri- 
fugierten Réhrchens 0,58 ungefaéhr dasselbe Bild (abgesehen von der 
Quellung) wie das unverdiinnte Blut. Mit abnehmender Konzentration 
der Salzlésungen nahm im Sediment in auffallendster Weise die Zahl 


* 


7 
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der orthochromatischen Blutkérperchen ab, so daB schon oberhalb der 
Maximumresistenz keines mehr zu finden war, diese also alle der 
Hamolyse erlegen waren. Die nicht hamolysierten Zellen waren mit 
abnehmender Salzkonzentration immer intensiver blaugefarbt, bei 
0,3 z. B. ohne irgendwelche Beimischung von rotem Farbton. Ein 
Unterschied zwischen anisocytotischen und normal groBen Erythrocyten 
war in den Sedimenten nicht mehr zu sehen, da alle Zellen in den hypo- 
tonischen Lésungen stark gequollen waren. 

Die Abnahme der orthochromatischen Zellen und Zunahme der 
Blaufarbung der nicht hamolysierten Zellen mit abnehmender NaCl- 
Konzentration war jedoch so stark, daB der Farbunterschied der Pra- 
parate verschiedener Sedimente da, wo die Polychromasie noch nicht 
so stark entwickelt war (also nach erst 2 bis 3 Tagen Luftverdiinnung) 
schon dem bloBem Auge auffiel, bevor die Praparate mikroskopisch 
untersucht worden waren. Ein Versuch, das Verhaltnis orthochromati- 
scher zu polychromatischen Zellen zahlenmabig festzulegen, scheiterte 
daran, daB keine Standardwerte fiir die verschiedenen Grade von Blau- 
ténung zum Vergleich herangezogen werden konnten. So hatte man 
z. B. im Sediment 0,6 des 7 oder 8 Tage lang in Luftverdiinnung ge- 
haltenen Tieres 65 bis 85°”., ,.orthochromatischer* Zellen finden kénnen. 
Vergleicht man aber dies Praparat mit demjenigen von 0,6 nach 2 bis 
3 Tagen Luftverdiinnung desselben Tieres, so zeigt sich, daB im ersten 
eigentlich sehr wenig Zellen mehr orthochromatisch waren. Die Ortho- 
chromasie war sozusagen eine relative, d. h. sie wurde dem Auge durch die 
intensive Blaufarbung der anderen Zellen vorgetauscht. Es kann somit 
nur festgelegt werden, daB einerseits die Zahl der sich blaufarbenden 
Erythrocyten zunahm, je langer das Versuchstier in der Luftverdiinnung 
war, daB andererseits das Verhaltnis der rot oder rétlich gefarbten Zellen 
zu den blaulich oder rein blau gefarbten abnahm, je niedrigeren Na Cl- 
Konzentrationen die untérsuchten Sedimente entstammten. Man 
kann also sagen: je gréBer die Maximumresistenz, desto ausgepragtere 
Blaufirbung der Erythrocyten. Es wird durch diese Praparate ein- 
deutig bewiesen, daB die jungen Blutkérperchen, welche sich blau 
firben, osmotisch resistenter sind als die alteren, orthochromatischen. 

Mit diesen Befunden ganz iibereinstimmend waren auch die mikro- 
skopischen Feststellungen iiber die Untersuchungen an Tier Nr. V1. 
Dieses Kaninchen zeigte, im Gegensatz zu allen anderen Versuchs- 
tieren, nach 5 bis 7 Tagen Luftverdiinnung keine Maximumresistenz 
unterhalb 0,3, sondern 0,34 und 0,32. Die zugehérigen mikroskopischen 
Praparate zeigten aber auch entsprechend weniger blau oder blaulich 
gefarbte Zellen als bei den Tieren mit Maximumresistenz unterhalb 0,3. 
Das Tier war offenbar nicht imstande, so schnell wie die anderen, auf 
die Luftverdiinnung mit Mehrproduktion junger Erythrocyten zu 
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reagieren. Nachdem es schon 2 Tage in Freiheit gewesen, wurde es 
dann nochmals fiir 2 Tage in den Luftverdiinnungskasten gesetzt. 
Daraufhin stieg die Maximumresistenz auf unterhalb 0,3 und im mikro- 
skopischen Praparat war die Zah] der anisocytotischen, blau und blaulich 
gefarbten Erythrocyten bedeutend gewachsen im Vergleich zur letzten 
Untersuchung (7 Tage verdiinnt) am selben Tiere. 

Da durch das verminderte Sauerstoffangebot in der Luftverdiinnung 
auf das rote Knochenmark des Versuchstieres ein Reiz zu erhéhter 
Neubildung roter Blutkérperchen ausgetibt wird, treten mehr junge 
Erythrocyten in die Blutbahn; wodurch offenbar die Resistenz der 
gesamten Blutmenge erhéht wird. AuBer diesem Mehraufgebot junger 
Erythrocyten ware noch eine weitere Beeinflussung auf die Resistenz 
méglich: Snapper (4) glaubt, daB auch die alten, nicht resistenten 
Blutkérperchen umgebildet werden (auf den Reiz des Blutentzugs hin) 
zu resistenteren, woraus er die tiberaus starke Abnahme der wenig 
resistenten erklirt. Nach seinen Untersuchungen findet er namlich 
die Zahl der resistenten Erythrocyten gréBer als die der durch den 
AderlaB provozierten, neugebildeten roten Blutkérperchen. Was fir 
einen Zweck dieser Umbau als Folge der Blutentnahmen haben kénnte, 
dariiber gibt Snapper keine Auskunft. Man kénnte annehmen, daB z. B. 
eine verlangerte Lebensdauer oder ein erhéhtes Sauerstoffbindungs- 
vermégen der Erythrocyten durch diese Umbildung dem durch die 
Aderlasse zugefiigten Schaden entgegensteuern sollten. Ob bei meinen 
Versuchen die Zahl der blauen oder blaéulichen Blutkérperchen nur 
mit der erhéhten Neubildung zu erkliren ist oder ob auch hier eine 
Umbildung anzunehmen ware, kann nicht mit Sicherheit entschieden 
werden. Es schien mir allerdings, daB nach 7 bis 8 Tagen Luftverdiinnung 
in meinen Praparaten die orthochromatischen Zellen sehr selten ge- 
worden seien, die Polychromasie der Mehrzahl ler Erythrocyten war 
jedoch nicht so ausgesprochen, daB sie iiber alle Zweifel erhaben ware. 
(Es ist dabei zu bedenken, daB sich die Praiparate bei gleicher Farbezeit 
verschieden farben, je nachdem die May-Griinwaldsche Lésung frisch 
oder schon mehrmals gebraucht ist.) Um diese Frage zu entscheiden, 
miuBte man die Versuchstiere noch langer in der Luftverdiinnung be- 
lassen, wobei die Blauténung der Erythrocyten zunehmen wiirde. 
Da aber die Tiere im Luftverdiinnungskasten und auch auBerhalb 
desselben in den 7 bis 8 Tagen Verdiinnungszeit ihr Futter kaum be- 
ruhrten, waren sie nach Ablauf dieser Zeit in einem Zustande, der eine 
weitere Luftverdiinnung nicht mehr ertragen hatte. 


Zusammenfassung. 


1. Die Resistenz der Erythrocyten gegeniiber hypotonischen 
NaCl-Lésungen wird durch einen Aufenthalt des Versuchstieres in 
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verdinnter Luft stark beeinfluBt. Nach 144- bis 192stiindiger, starker 
Luftverdiinnung ist eine kleine Zahl der roten Blutkérperchen osmotisch 
empfindlicher; die Minimumresistenz sinkt (in fiinf Fallen um 0,02", 
der Salzlésung, in einem um 006”, und in einem weiteren um 0,08 ”,}. 
Die Maximumresistenz hingegen steigt (um mindestens 0,08", der 
Salzlésung). 

2. Je resistenter die Erythrocyten sind, eine um so intensivere 
Blaufarbung weisen sie bei May-Griinwaldscher Farbung im mikro- 
skopischen Praparat auf. 

Hs ist mir eine angenshme Pflicht, zum SchluB Herrn Professor A. Loewy 


fiir die Anregung zu dieser Arbeit, sowie fiir gute Ratschlage bei der Aus- 
arbeitung derselben zu danken. 
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Studien iiber den Cholesterin-Stoffwechsel. 


I. Mitteilung: 


Eine gravimetrische Methode zur Bestimmung von freiem und gebundenem 
Cholesterin in kKleinen Blutmengen, 


Von 
Rudolf Maneke. 


(Aus der Medizinischen Universitaétsklinik Leipzig. ) 


(Eingegangen am 22. November 1930.) 


Die Untersuchungen, die sich mit den Fragen des Cholesterin- 
stoffwechsels befassen, haben zunichst mit methodischen Schwierig- 
keiten zu kimpfen. Durch mehrere Arbeiten (4) (11) (14) (17) ist gezeigt 
worden, daB die bis jetzt fiir klinische Untersuchungen allgemein 
iiblichen kolorimetrischen Methoden (2) (5) (6) unzuverlassig sind. 


In umfangreichen Untersuchungen, auf die ich im einzelnen nicht 
naher eingehen will, habe ich mich davon tiberzeugen miissen, da man 
bei der Bestimmung nach der kolorimetrischen Methode, selbst bei Unter- 
suchungen von gleichen Lésungen, in der Farbenentwicklung mit sprung- 
haften Abweichungen rechnen mu8. Die Schwierigkeiten der Verseifung 
und Extraktion kommen noch hinzu (20) (22) (7) (10) (38). 

Fiir die Bestimmung der Cholesterinester ist die kolorimetrische Methode 
unbrauchbar (4) (19). Infolge des mehr gelb-griinlichen Farbtons, den die 
Cholesterinester bei der Liebermann-Burchardschen Probe geben, gelingt 
es nicht, Farbgleichheit mit der Cholesterinvergleichslésung zu erhalten. 
Die von Hahn und Wolff (9) angegebene Anderung und die Ablesung der 
zu untersuchenden Fliissigkeit ohne Vergleichslésung gegen eine Grau- 
leiter, wie es Adler (1) angegeben hat, haben diese Unsicherheiten nicht 
beseitigen kénnen. Deshalb ist schon seit langer Zeit die Forderung nach 
einer klinisch brauchbaren gravimetrischen Cholesterinbestimmung auf 
gestellt worden. Als Methode der Wahl kommt die von Windaus (23) ge- 
fundene Digitoninfallung in Frage. Die bisher auf dieser Grundlage aus 
gearbeiteten Methoden (16) (3) sind infolge der groBen Mengen Blutserum 
(100 ceem), die zu ihrer Ausfiihrung notwendig sind, fiir fortlaufende 
klinische Untersuchungen nicht brauchbar. 

Der Fallung von kleinen Mengen Cholesterin stehen groBe methodische 
Schwierigkeiten entgegen. Als erster hat Szent-Gydrgyi (18) versucht, den 
Gehalt einer reinen Cholesterinlésung. die nur 2 bis 41, mg enthalt, quanti- 
tativ zu bestimmen. Die von ihm angegebene Methode ist von Tominaga (21) 
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modifiziert worden, da sie zu hohe Werte gibt. Analysen des Cholesterin- 
gehalts im Blutserum wurden von ihm nicht vorgenommen. Die in neuester 
Zeit von Miihlbock und Kaufmann (13) beschriebene gravimetrische Chole- 
sterinbestimmung kommt mit weniger Serum als die bisher angegebenen 
Methoden aus. Die vollstandige Darstellung des Cholesterins und seiner 
Ester aus dem Riickstande des Extrakts bzw. des Digitonidniederschlags 
ist nur durch zeitraubende Extraktionen mdglich. 

Es gibt bis jetzt keine gravimetrische Bestimmung des freien und 
veresterten Cholesterins in kleinen Mengen Blutserum, die es erméglicht, 
fortlaufende Untersuchungen tiber die Veranderungen der Esterquote 
auszuftihren. 

Schon Windaus (23) hat in seiner ersten Veréffentlichung iiber die 
Entgiftung der Saponine durch Cholesterin angegeben, daB die Be- 
stimmung des Cholesterins als Digitonid so empfindlich ist, daB 1,0 
bzw. 0,1 mg in 2 écm Alkohel gelést, mit einigen Tropfen einer 1 ° igen 
alkoholischen Digitoninlésung versetzt, noch einen deutlichen Nieder- 
schlag gibt. In friiheren Untersuchungen (12) konnte ich zeigen, daB 
die von Windaus angegebene Bestimmung mit einigen Anderungen 
als recht brauchbare Mikromethode benutzt werden kann. Die in 
1 bis 2ccm Serum vorhandene Menge Cholesteri:: liegt in dem Bereich 
der analysierten Mengen, so daB die Méglichkeit der gravimetrischen 
Bestimmung des Cholesterins gegeben ist. Da die friiher ausgearbeitete 
Methodik mit reinen Cholesterinlésungen bzw. in Alkohol léslichem 
Ausgangsmaterial arbeitete, muBte der Analysengang fiir die Bestimmung 
des Cholesterins im Blutserum ausgearbeitet werden. Ehe ich auf die 
Einzelheiten der Methodik eingehe, lasse ich ihre Beschreibung und die 
Testanalysen folgen. 

Beschreibung der Methodik. 

Prinzip. Das Cholesterin wird vor und nach Verseifung als Digi- 
tonid bestimmt, und aus der Differenz der beiden Werte werden die 
Cholesterinester berechnet. 

Erforderliche Lésungen. Alkohol-Ather-Gemisch (3 Teile absoluten 
Alkohol +- 1 Teil absoluten Ather), absoluter Ather, absoluter Alkohol, 
1 °,ige alkoholische Phenolphthaleinlésung, salzsaurer Alkohol (Alkohol 
mit Salzsiuregas gesittigt), 80° ,ige wasserige Kalilauge, 1°, Digitonin- 
lésung in 90°,igem Alkohol, 90°,iges Aceton. 

Extraktion. 2,5cem Serum werden in einem diinnen Strahle in 
einen dauernd geschiittelten 50-ccm-MeBkolben gegeben, der ungefahr 
30cem des Alkohol-Ather-Gemisches enthalt. Nach kurzem Stehen 
wird der Kolben unter fortwahrender Bewegung in siedendes Wasser 
eingetaucht. Sobald die Fliissigkeit siedet, wird auf Zimmertemperatur 
abgekiihlt, bis zur Marke Alkohol-Ather-Gemisch zugegeben, um- 
geschiittelt und abfiltriert. 
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Bestimmung des freien Cholesterins. 20ccem Filtrat werden in 
2 Teilen zu je l0cem in einem Reagenzglas mit Siedekapillare im 
Becherglas auf einer elektrischen Heizplatte vorsichtig erhitzt, wobei 
zundchst der Ather, nach allmahlicher Steigerung der Temperatur 
bis auf 90° auch der Alkobol entfernt wird. Verluste durch zu heftiges 
Sieden sind zu vermeiden. Durch wiederholtes Umschiitteln kann ein 
geringer, an der Wand des Reagenzglases festhaftender Riickstand 
gelést werden. Die Lésung wird auf 2 ccm eingeengt. Tritt nach dem 
Abkiihlen eine geringe Triibung ein, werden 10 cem absoluter Ather 
zugegeben, filtriert, nachgewaschen und von neuem auf 2 ccm ein- 
geengt. Zu der heiben Lésung wird 1 ccm heibe Digitoninlésung zu- 
gegeben. Nach 1 Stunde Stehen bei Zimmertemperatur kann der 
Niederschlag auf das inzwischen vorbereitete Filterréhrchen abgesaugt 
werden. Es werden zum Absaugen Schottsche Glasfrittenfilter (G 154 
Nr. 1) benutzt, die mit einer etwa 2 mm dicken Schicht gereinigtem 
Asbest abgedichtet und mit Alkohol, Aceton und Wasser gewichts- 
konstant gewaschen werden. Die Wagungen werden auf der KuAl- 
mannschen Mikrowaage vorgenommen. Der Niederschlag wird mit 
eisgekiihlter Acetonlésung auf das Frittenfilter tibergespilt. In den 
meisten Fallen ist dann auch das itiberschiissige Digitonin weg- 
gewaschen. Das Frittenfilter wird bei 100° im Trockenklotz und 
Luftstrom getrocknet und gewogen. Der vierte, Teil des ge- 
fundenen Cholesterindigitonids entspricht der  gefiallten Menge 
Cholesterin. 


Bestimmung des Gesamtcholesterins. 10 ccm Filtrat werden in einem 
kleinen Rundkolben von etwa 8 ccm Inhalt, der durch Schliff mit einem 
RiickfluBkiihler verbunden werden kann, in 2 Teilen zu je 5ccm auf 
3cem eingeengt, mit 3 Tropfen Kalilauge versetzt und 6 Stunden 
am RiickfluBkiihler im Wasserbad verseift. Nach der Verseifung wird 
die alkoholische Seifenlésung durch einige Tropfen salzsauren Alkohol 
gegen Phenolphthalein neutralisiert, 3 ccm absoluter Ather zugesetzt 
und das ausgefallene Kaliumchlorid abfiltriert. Der Niederschlag 
wird mit absolutem Ather ausgewaschen und die gesammelten Filtrate 
in einem Reagenzglas im Wasserbad auf etwa 2 ccm eingeengt. Das 
Fallen und Wagen des Niederschlages wird in gleicher Weise wie bei 
der Bestimmung des freien Cholesterins vorgenommen. 


Analysen. 


Bestimmung des Cholesteringehalts der Cholesterin-Standardlésung. Von 
einer alkoholischen Cholesterin-Standardlésung (150 mg-°,) werden 
steigende Mengen zu 2 cem 95 %igem Alkohol gegeben und hei®B mit | cem 
Digitoninlésung versetzt. Fallen, Absaugen und Wagen des Niederschlags 
wird in der beschriebenen Weise vorgenommen. 
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Gewogenes Gefundenes Berechnetes 
Cholesterin-Digitonid Cholesterin Cholesterin 

mg mg my 

4.49 1,12 1,20 

4,56 1,14 1,20 

4,70 1,17 1,20 

7,60 1,90 2,00 

6,25 1,56 1,59 

4.52 1,08 1,00 

3,22 0.80 0.70 


Bestimmung des freien Cholesterins im Blutserum mit und ohne Chole- 
sterinzusatz. Der Bloorsche Extrakt wird ohne und mit Zusatz von Chole- 
sterin-Standardlésung (1 bzw. 2cem auf 50 cem Extrakt) auf die be- 
schriebene Weise analysiert. Freies Cholesterin des Serums 63 mg-° . 


Nach Zusatz von | ecm Standardlésung gef. 137 mg-°,, ber. 123 mg-°, 
99 “——-— = os > 1384 vs spr PRs ee 


Bestimmung der Cholesterin-Standardlésung bei Gegenwart der Reagenzien. 
Steigende Mengen der Standardlésung werden im gleichen Analysengang 
untersucht, wie der Riickstand des Blutserums fiir die Bestimmung des 
gesamten Cholesterins. 





Gewogenes Gefundenes Berechnetes 
Cholesterin-Digitonid Cholesterin Cholesterin 

mg mg mg 

0,96 0,24 0,30 

1,01 0.25 0.39 

2.61 0,65 0.69 

2.69 0.65 0.60 

2.98 0,74 0,75 

3.14 0,78 0.75 


Bestimmung des Gesamtcholesterins des Blutserums mit und ohne Zusatz 
von Cholesterin. Dem Bloorschen Extrakt werden bekannte Mengen Chole- 
sterin-Standardlésung (1,33 cem auf 50 cem Extrakt) zugesetzt und das 
Gesamtcholesterin in der beschriebenen Weise bestimmt. 


Gesamtcholesterin des Serums 170 mg-® 
' 70 


or ” ” Ls 29 
* ” = Zusatz gef. 205 mg-°,,. ber. 215 mg-°, 
me oe - -- ‘6 <= | a ae 


Besprechung der Methodik. 


Im Anfang der Arbeit habe ich ausgefiihrt, daB von vielen Seiten 
die Unméglichkeit der kolorimetrischen Bestimmung der Cholesterinester 
hervorgehoben worden ist (4) (19). Da aber gerade das Verhiltnis des 
freien zu dem veresterten Cholesterin von Bedeutung fiir die Physiologie 
und Pathologie des Cholesterinstoffwechsels ist, besteht die Aufgabe, 
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diese methodische Liicke zu fiillen. Eine gravimetrische Cholesterin- 
bestimmung kann sich aber nur dann als klinische Untersuchungs- 
methode einbiirgern, wenn die Bestimmung in wenigen Kubikzentimeter 
Blutserum vorgenommen werden kann und die Untersuchung nicht 
zu zeitraubend ist. 

Fir die Cholesterinanalyse bestehen vor allem zwei Schwierig- 
keiten. Erstens sind miihsame Extraktionen nétig, das Cholesterin 
von den begleitenden Substanzen zu befreien. Zweitens bereitet es 
auBerordentliche Schwierigkeiten, den Niederschlag von wenigen 
Milligramm Digitonid quantitativ auf einem Filter abzusaugen und von 
dem iiberschiissigen Digitonin freizuwaschen. Es ist verstandlich, 
daB ein Niederschlag von 10mg mit 10 ccm ausgewaschen werden 
kann, wahrend dies mit 1 mg und 1 cem nicht moéglich ist. Eine gréBere 
Menge Fliissigkeit bringt aber die Gefahr mit sich, daB die kleinen 
Mengen Niederschlag gelést werden. 

Aus den angefiihrten Analysen von bekannten Mengen Cholesterin, 
die zwischen 0,7 und 1.2 mg liegen, geht hervor, daB es in der an- 
gegebenen Weise méglich ist, Cholesterin als Digitonid quantitativ zu 
bestimmen. Die Fallung wurde in alkoholischer Lésung vorgenommen, 
ganz entsprechend der von Windaus (23) angegebenen Original methode. 
Das Absaugen des Niederschlages erfordert Ubung, und es ist not- 
wendig, die von Pregl (15) fiir das Absaugen von Halogenniederschlagen 
angegebene Ausfiihrung zu beachten. Die von der Firma Schott und 
Genossen in neuester Zeit hergestellten Frittenfilter 154 G 1 haben sich 
vorziiglich bewahrt. In dem zum Auswaschen des Niederschlages 
benutzten eisgekiihlten Acetonwasser ist das Cholesterindigitonid 
volistaéndig unléslich. Das iiberschiissige Digitonin l4Bt sich aber 
bequem wegwaschen. 

Die Schwierigkeiten der Vorbereitung des Cholesterins fiir die 
Fallung kénnen ebenfalls iberwunden werden. Durch die umfangreiche 
methodische Arbeit von Thayssen (20) ist gezeigt worden, daB die 
Fallung des Cholesterins durch die Gegenwart’ von Fetten nicht be- 
einfluBt wird. Da fiir die Extraktion des Blutserums die bewihrte 
Methode von Bloor (6) benutzt wurde, konnte nach Entfernen des 
Athers, in dem das Digitonin unléslich ist, die Fallung in der ein- 
geengten alkoholischen Lésung vorgenommen werden. In den meisten 
Fallen erhalt man nach dem Einengen des Bloorschen Extraktes eine 
klare Lésung. Falls eine Triibung auftritt, werden 10 cem Ather zu- 
gegeben, filtriert, nachgewaschen und von neuem eingeengt, wodurch 
Verluste an Cholesterin nicht eintreten. Aus den angefiihrten Analysen 
von normalem Blutserum mit und ohne Zusatz von bekannten Mengen 
Cholesterin geht hervor, daB die Methode brauchbare Werte liefert. 
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Fir die Bestimmung der Cholesterinester wurde das Gesamt- 
cholesterin bestimmt und aus der Differenz gegeniiber dem freien 
Cholesterin die Ester berechnet. Alle bisher vorliegenden Analysen 
des Cholesterins nach Verseifen haben versucht, es aus der Seifenlésung 
zu extrahieren. Durch hier nicht naher angefiihrte Untersuchungen 
habe ich mich davon tiberzeugen miissen, daBb bei kleinen Mengen 
Cholesterin, die bei der Analyse von wenigen Kubikzentimeter Blut- 
serum vorhanden sind, es nicht gelingt, aus wasseriger Seifenlésung 
oder deren Riickstand das Cholesterin zu extrahieren. Hierin wird 
mit eine der Ursachen fiir die Unzuverlassigkeit der Methodik von 
Autenrieth und Funk (2) liegen. 

Um diese Schwierigkeiten zu umgehen, verseife ich den Riickstand 
des Bloorschen Extraktes mit alkoholischer Kalilauge. Auf diese 
Weise bleibt das Cholesterin gelést. Kine Extraktion kann vermieden 
werden, wenn es gelingt, die Substanzen zu entfernen, die die Fallung 
des Cholesterins stéren. Da Digitonin durch Alkalien gefallt wird, 
muB die Seifenlésung neutralisiert werden. Das sich bildende Kalium- 
chlorid ist in Alkohol nur wenig léslich und kann abfiltriert werden. 
Das eingeengte Filtrat enthalt keine Substanzen mehr, die die Digitonin- 
fallung st6rend beeinflussen, und es kann deshalb in ihm die Bestimmung 
vorgenommen werden, ohne daB mit Verlusten von Cholesterin zu 
rechnen ist oder eine miihsame Extraktion vorgenommen werden muB. 
Durch Analysen von Cholesterin-Standardlésung konnte ich mich davon 
iiberzeugen, daB die Gegenwart der Reagenzien und der Analysengang 
keinen Einflu8 auf die quantitative Fallung des Cholesterins haben. 
Aus der angefiihrten Bestimmung des Gesamtcholesterins im Blutserum 
mit und ohne Zusatz von Cholesterin geht hervor, daB die Methode 
brauchbare Resultate liefert. Ich habe bis jetzt 50 Analysen von Blut- 
serum ausgefiihrt, bei denen sich die Methode gut bewahrte und tiber 
die in einer spateren Arbeit zusammenfassend berichtet werden soll. 


. Zusammenfassung. 
Es wird eine gravimetrische Bestimmung des freien und gesamten 
Cholesterins in 1 bzw. !.cem Blutserum beschrieben. 
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Uber das Schicksal parenteral verabfolgten Schwefels. 


Von 
R. Meyer-Bisch (+) und F. Teehner!. 
(Aus der medizinischen Universitats-Klinik in Géttingen.) 


(Eingegangen am 22. November 1930.) 


Die eigenartige, nicht aufgeklarte Veranderung der Schwefel- 
fraktionen im Harn nach parenteralen Schwefelgaben je nach der 
Dosierungsmenge [Meyer- Bisch (1), Meyer- Bisch und Basch (2)] die 
wechselnden Befunde des Schwefelgehalts des Serums nach S-Injek- 
tionen und die feststellbaren Anzeichen einer, wenn auch geringst- 
gradigen Leberdysfunktion (Urobilinogenurie, Glykuronurie) waren 
die Voraussetzung fiir eine chemische Untersuchung der Leber nach 
S-Injektion. Entsprechend einer vermehrten S-Ausscheidung und dem 
Auftreten von Schwefelséureestern im Serum war die Méglichkeit 
vorhanden, in der Leber als Oxydations- und Veresterungsstiatte eine 
Vermehrung des S- und Estergehalts zu finden; auch ware dann ein 
Zusammenhang mit der auftretenden Urobilinogenurie und Glykuronurie 
nach hohen S-Injektionen gegeben. 


Methodik und Untersuchungen.’ 

Es wurde zuerst in der Rindsleber, dann in der frischen Kaninchen- 
leber der Gehalt an Gesamtschwefel und an hydrolysierbaren Sulfaten 
in je drei und sechs Fallen bestimmt. Der erstere nach der Methode 
von Neumann-Meinertz (Handbuch von Hoppe-Seyler-Thierfelder), die 
letzteren nach Zerkleinerung der Leber in der Fleischmaschine nach 
7 bis 9stiindigem Hydrolysieren mit 5°,iger Salzsiure und Fallen als 
Bariumsulfat. 

Es ergab sich als Durchschnittswert bei geringer Streuung bei 
sechs untersuchten Kaninchen: 


1 Diese Untersuchungen wurden 1928 durchgefiihrt und kommen jetzt 
erst nach dem Tode von Prof. Meyer-Bisch zur Veréffentlichung. 
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Trocken- Gesamt-S Gesamt-S Sulfat-S 
substanz | in l0Og in 100g Leber in 100g 
in 100g Leber | Trockenleber fencht hydrolys. Leber 
a £ £ £ 
Kaninchen ... . 28.912 0.8141 0,2373 0,0069 


Die gleichen Bestimmungen wurden bei Kaninchen nach intra- 
muskularer Injektion von Schwefelemulsion (Sufrogel Heyden) von 
wechselnder Starke und nach verschiedenen Zeitintervallen ausgefihrt: 





Trocken- Gesamt-S Sulfat-S 
substanz in 100g in 100g 
Kaninchen in 100g Leber Trockenleber hydrolys. Leber 
g g g 

Nr. 137. 1cem Sufrogel; getotet 

“> \ i ee ee 29,369 0,8209 0,0019 
Nr. 200. leem Sufrogel; getitet 

SO ee Os ek 8 ek 27,87 0,7965 0.0171 
Nr. 138. 1lecem Sufrogel; getitet 

Gen Bee &-. oS SS -s 30,759 0,8579 0.0012 
Nr. 203. 2cem Sufrogel; get tet 

nach 24 Std. Sa ar ae 27,81 0.8907 0.0144 
Nr. 196. 10 cem Sufrogel; getitet 

We ees & 6S Se ws 29,95 0,7850 0,0070 
Nr. 197. 10 cem Sufrogel ;getétet 

nach 48 Std. . . . pe eas 32,35 0,7963 0,0066 


Zur Kontrolle der Reaktion nach S-Injektion bei Kaninchen 
wurden die Veranderungen des Blutbildes fortlaufend untersucht, 
jedoch keine nennenswerten Schwankungen in Hamoglobinwert und 
Leucocytenzahl nach Schwefelgaben von 1 bis 5 cem Sufrogel gefunden. 

Die gleichen Untersuchungen wurden an zwei Hunden, die ebenso 
wie die Versuchskaninchen durch eine gleichmaBige Kost auf Stickstoff- 
gleichgewicht gebracht worden waren, wiederholt : 





Trocken- Gesamt-S Sulfat-S 
substanz in 100g in 100g hydrolys 
Hund in 100g Leber Trockenleber Leber 
g 4 a 
Wotan, 14,5kg, 3cem Sufrogel, 
getotet nach 24 Std. Vor In- | 
jektion: 110% Hb., 15850 Leukoz. 31,59 0.7057 0.0140 


Nach Injektion: 106% Hb.. | 
29200 Leukoz. 
Unter der 


Adolf, 13,0 kg, als Kontrolle | 
ante mortem: 83% Hb.. 29,37 0.7027 Bestimmungs- 
12400 Leukoz. | grenze 


! Sufrogel ist eine Schwefel-Gelatineemulsion von 0.003 ¢ Schwetel 


in | cem Losung. 
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Obgleich hier eine sehr deutliche Blutbildreaktion auf die Injektion 
nachweisbar war, sind die Leberschwefelwerte gegeniiber einem Normal- 
tier nicht verandert. 

Ergebnis. 

Nach parenteraler Schwefeleinverleibung lassen sich in der 
Kaninchen- und Hundeleber keine Veranderungen des Wassergehalts 
des Gesamtschwefels und der hydrolysierbaren Schwefelséure, die 
tiberhaupt nur in ganz geringer Menge vorhanden ist, nachweisen. 
Es ist somit unwahrscheinlich, daB bei den Verschiebungen im S-Stoff- 
wechsel nach parenteraler Schwefelzufuhr die Leber eine besonders 
aktive Rolle spielt, vielmehr diirften die wesentlichen Vorgainge noch 
weiter peripher (Knorpel, Cutis, eventuell Blutlymphsystem) zu suchen 
sein, wie ja auch solche im Gelenkknorpel durch Quellbarkeitsanderung 
und Schwefelverminderung von uns nachgewiesen werden konnten (3). 


Literatur. 
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Bisch u. Basch, diese Zeitschr. 118, 39, 1921. 3) Meyer-Bisch u. 
W. Heubner. ebendaselbst 122, 308, 1921. 
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Vieles spricht fiir die Wahrscheinlichkeit, dab das Gehirn zum 
groBen Teil durch andere Substanzen als Kohlenhydrate ernahrt wird. 
Untersuchungen von Stenberg (1) scheinen auch auf eine Beziehung 
zwischen Geisteskrankheiten und dem Gehalt an Blutlipoiden hinzu- 
deuten. 

Endogene und exogene Art der Beeinflussung und Regulierung 
des Fettstoffwechsels gewinnt daher an Bedeutung fiir diejenigen, 
die sich mit dem Studium der Neurochemie beschaftigen. Da Insulin 
und Adrenalin zu den Substanzen gehéren, von denen behauptet wird, 
daB sie diese regulatorische Eigenschaft besitzen, versuchen wir in 
dieser und der nachsten Veréffentlichung unsere Kenntnisse iiber den 
EinfluB der genannten Hormone auf den Fettstoffwechsel zu erweitern. 

Seit der Entdeckung des Insulins sind mehrere Arbeiten erschienen, 
die die Beziehungen des Insulins zum Fettstoffwechsel aufzukliren 
suchen; trotzdem bekommt man kein einheitliches Bild von den be- 
stehenden Zusammenhangen, da die Angaben der verschiedenen 
Autoren sich zum Teil widersprechen. 

Hartmann (2), der die Bangsche Analysenmethode gebrauchte, fand 
im Menschenversuch, da®B Glucosezufuhr keine Anderung im Fettgehalt 
des Blutes verursacht, er war nicht imstande, irgendeine unmittelbare 
Wirkung des Insulins auf die Blutlipoidkurve zu entdecken; es ist zwar 
wohl bekannt, daB Diabeteslipamie unter Insulinbehandlung allmahlich 
verschwindet, jedoch auch nicht annihernd mit der Geschwindigkeit, wie 
man es bei dem Zucker gewéhnt ist. Dudley und Marrian (3) konnten 
keine Beweise fiir die Fettsynthese in der Leber insulinbehandelter Mause 
erbringen. Burn und Dale (4), die den Respirationsquotienten bei den 
dekapitierten und eviszerierten Katzen untersuchten, zeigten, da®B der 
Zuckersturz unter Insulin nicht von einer Fettsynthese begleitet wird. 
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Raper und Smith (5) konnten an dezerebrierten, durch Insulin  hypo- 
glykimisch gemachten Tieren eine Abnahme im Fettgehalt der Leber um 
10% des urspriinglichen Wertes und einen gleichzeitigen schwachen Anstieg 
im Muskelfett verzeichnen. White (6) meint, daB Insulinhypoglykamie bei 
Hunden von einer schwachen Steigerung des Blutfettes begleitet ist; der 
EinfluB auf den Cholesteringehalt des Blutes sei nicht konstant. Raab (7) 
fand bei Hunden so gut wie gar keine Anderung in der petrolatherléslichen 
Fraktion des Blutes nach Insulinbehandlung. Auch Hepner und Wagner (8) 
konnten bei Gebrauch der Kumagawa-Suto-Methode keine nennenswerten 
Anderungen im Fett unter Insulinwirkung finden. Omura und Nittas (9) 
Resultate scheinen darauf hinzuweisen, daB nach Insulininjektion der Fett- 
gehalt von Herz, Niere und Skelettmuskel steigt, wo gegen der Fettgehalt 
der Leber fallt. Lombroso (10) und Sunzeri (11) finden ebenfalls, da8 Insulin 
den Fettgehalt der Leber vermindert. Theis (19) stellt fest, daB Insulin 
bei Kaninchen den Totalfettgehalt der Leber vermindert, wenn es in einer 
nicht zum Tode fiihrenden Weise gegeben wird. Wenn die Tiere wihrend 
der Krampfe getétet werden, finden sich weniger Phosphatide in der Leber, 
als wenn die Tétung einige Stunden spater erfolgt. Nach Morimoto (13) 
wird nur der Fettgehalt des Plasmas durch Insulin herabgesetzt, nicht 
derjenige der Blutkérperchen. Der Quotient Plasma/B. K. geht mit der 
Zeit herunter. Christomanos (14) findet beim Menschen nach Insulin eine 
Senkung der Séurezahl, der Menge der ungesattigten atherléslichen Ver- 
bindungen und des Gesamtfettes im Serum, nach Autoklavisierung desselben 
hingegen einen Anstieg von Fettmenge und Saéurezahl. Nach Nissen (15) 
1aBt Insulin die lipamischen Kurven bei Normalen und Diabetikern un- 
beeinfluBt. 

Es ist tiberaus schwer, den Wert vieler dieser Fettbestimmungen 
in Blut und Geweben zu beurteilen, infolge der sehr verschiedenen 
und in einigen Fallen nicht einwandfreien Methoden, die dazu gebraucht 
werden. Welches die Wirkung des Insulins auf den Fettstoffwechsel 
auch sein mag, bestimmt ist sie —- zumal in akuten Versuchen — relativ 
gering. Es ist immerhin méglich, daB bis jetzt noch nicht die richtigen 
Methoden gewahlt wurden, die die Anderungen zeigen kénnten, und 
es ist ebenfalls méglich, daB die Anderungen sich iiber weit langere 
Zeitperioden vollziehen als wie sie zum Experiment gebraucht werden. 


Obwohl es uns hauptsachlich zu wissen interessierte, ob Anderungen 
in den Lipoiden des Gehirns nach Insulin erfolgen, untersuchten 
wir auch noch andere Organe, um méglicherweise iibersehene Anderungen 
festzustellen und um die Wirkung des Insulins auf den Fettstoff- 
wechsel mittels einer Methode nachzupriifen, die, wie wir denken, 
zurzeit die geeignetste ist. 


Experimentelles. 


Als Versuchsmaterial haben wir Kaninchen gewahlt; sie bekamen 
die iibliche Laboratoriumskost (Heu, Riiben und Hafer) und wurden 
am Versuchstage bei niichternem Magen mit groBen Dosen Insulin 
subkutan injiziert. 
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Nach Eintreten der Krampfe wurden sofort durch Herzpunktion 
etwa 20ccem Blut entnommen und die Tiere durch Schlag auf den 
Kopf getétet. Zur Kontrolle wurde die gleiche Anzahl Normaltiere 
verarbeitet. 

Zur Untersuchung kamen Gehirn. Herz, Leber, Niere und Blut, 
und zwar in den ersten fiinf Versuchen Vollblut, nachher Blutserum. 
Bestimmt wurde der Gehalt an Gesamtfett, Cholesterin, Fettséuren 
und Phosphatiden nach der Methode von Bang- Bloor (16) und die 
Ungesattigtheit der Fettfraktion nach Rosenmund-Kuhnhenn (17). (Zuerst 
bestimmten wir auch das Trockengewicht der verschiedenen Organe: 
da es aber bei rascher, immer gleicher Verarbeitung keine gréBeren 
Schwankungen zeigte, unterlieBen wir nachher diese Bestimmung.) 


Wir nahmen fiir die einzelnen Bestimmungen von den 5° igen 
alkoholischen Serumextrakten je 20 ccm, von den Gewebeextrakten 
(Leber, Niere, Herz etwa 1°,, Gebirn etwa 0,5°,) je nach dem Fett- 
gehalt der Organe sich andernde Mengen, meistens aber: 


fiir die Gesamtfettfraktion: Leber, Niere, Herz je 10cem, Gehirn 5 cem 


»» Phosphatidfraktion: — ., _ a) i ie 5 
Cholesterin : “6 = a 2 ae “ e 10 
die Mikrojodzahlen : jy - - a ae 10 


Die Fehlergrenzen der Methodik sind: 
fiir Fettsaéuren und Phosphatide. . ........ 5%, 
Cholesterin ae 7 5 are 
Mikrojodzahlen von 2.5 °, (Olivendl) bis 7°, (Cholesterin) 

Nahere Angaben iiber die Einzelheiten der Methodik finden sich 
in einer friiheren Arbeit (18). 

Die Versuchsergebnisse ersieht man aus den Tabellen I und IL’. 

Vergleicht man beide Tabellen, so findet man, daB simtliche Werte 
in beiden Gruppen innerhalb ziemlich weiter Grenzen schwanken. 
Um diese individuellen Schwankungen auszuschalten und um ein 
etwas klareres Bild zu bekommen, haben wir die statistischen Mittel- 
werte in jeder Kolonne ausgerechnet. Vergleicht man diese, so ergibt 
sich folgendes: 

1. Blut. Die Anderungen im Blute sind wenig charakteristisch ; 
der Gesamtfettgehalt bleibt derselbe, nur ist die Verteilung auf Fett- 
siuren und Cholesterin in der Insulingruppe zugunsten des Cholesterins 
verschoben. Die Gesamtfettjodzahl ist bei Insulinhasen etwas tiefer. 


' Alle Werte sind in Milligramm pro 160 g NaBgewebe bzw. pro 100 cem 
Blut und Serum angegeben. 


Q* 
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Tabelle I. Insulin- Hasen. 
“= Gesamt- Fett- . -.| Phospha- | Gesamtfett, Fettsduren, 
Nr. “tet siiuren Cholesterin tide i Ungesittigthelt Ungesuttigtheit 
Blut 
1 366 209 157 192 90 110 
2 | Voll- 336 229 107 182 89 106 
3 bh : 350 204 146 182 83 94 
4 | wa 348 206 142 203 85 102 
5 323 169 154 182 90 113 
6 115 77 38 35 SS 103 
7 170 136 34 64 65 96 
8 176 131 45 49 95 109 
9 130 174 56 80 87 95 
10 ‘Serum 183 148 35 76 89 95 
11 254 218 36 77 83 87 
12 186 150 36 35 92 102 
13 || 163 119 44 33 85 90 
14 153 120 33 44 84 90 
fir Serum 
Mittelwerte: 172 141 40 55 85 4 
fir Vollblut 
‘ 345 203 141 188 89 105 
Tabelle II. Normalhasen. 
ee Gesamt- Fett- ‘ - Phospha- Gesamtfett, Fettséuren, 
Nr. ‘fett. B a0 Cholesterin "tie f ; Ungesattigtheit Ungesittigtheit 
Blut 
15 370 236 135 200 93 99 
16 | | 321 250 71 184 93 102 
17 Voll- 395 271 124 187 93 105 
18 blut 352 244 108 208 100 115 
19 360 250) 110 200 95 100 
20 143 124 19 75 80 85 
21 220 165 25 102 85 93 
29 142 132 40 66 100 115 
23 ' 192 142 5) 93 95 99 
24 | 253 194 59 115 96 1¢ 6 
25 220 175 45 79 96 105 
96 | eramy || 146 122 24 57 105 110 
27 | | 145 120 25 D6 95 102 
28 123 105 28 46 90 93 
29 | 229 201 28 86 89 95 
30 | 196 172 24 57 101 107 
31 | 306 256 50 118 88 98 
fiir Serum 
Mittelwerte: 198 150 3 | O79 94 x00 
fiir Vollblut 
360 250 110 196 95 104 
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Tabelle I. 


Insulin-Hasen (Fortsetzung). 


17 




















” Sett | sharon | holesterin | FMCE™™ | yagecsttigtheit | Ungesattigtheit 
1 3146 | 2906 240 2922 106 103 
2 3429 3087 342 3395 121 128 
3 3363 3021 342 3523 106 111 
. 4 8356 2986 370 3204 G4 97 
2) 5 2786 2404 382 2927 115 123 
2 6 3522 3252 270 3200 120 124 
ek ok 3299 3009 290 2989 115 120 
8 2820 2470 350 2368 118 126 
9 3945 2745 39 2805 113 118 
10 2949 2666 270 2464 114 119 
Mittelwerte: 3170 2814 316 2979 112 117 
1 4774 4132 642 2801 102 108 
2 3152 2754 398 2406 117 125 
3 2667 2108 559 2620 107 119 
? 4 3581 2956 625 2471 98 105 
5) 5 3151 2466 685 2563 112 126 
x) 6 3590 2925 575 2570 107 116 
7 3400 2800 600 2490 113 122 
8 3259 2665 585 2620 99 106 
9 3510 | 2900 | 610 2730 102 110 
10 3482 | 2919 563 2419 115 125 
Mittelwerte: | 3445 2862 583 2529 107 116 
Tabelle IT. Normathasen (Fortsetzung). 
z jesamt- ‘ett- . : *hosphe resi 2 Pettsiuren 
Nr. ‘ pal Cholesterin . —_ Ungeenitemneds Uneseniemats 
15 3N24 2689 335 2983 106 111 
16 3007 2799 208 2330 103 110 
17 2921 2607 313 2273 118 98 
18 3116 2717 399 2634 82 83 
& 119 3881 3486 396 3438 86 &8 
2 + 20 3296 3006 290 2785 113 118 
— | 21 2776 1966 * 310 2325 112 150 
22 3967 3645 322 3500 104 109 
23 3101 2853 348 3290 101 106 
24 3060 2770 | 290 3100 109 114 
25 3890 3445 | 445 3290 114 121 
Mittelwerte: 3276 2907 332 2897 104 110 
15 3440 2870 570 2756 
16 2665 2496 109 2209 103 127 
17 3943 3458 486 2684 105 110 
. 118 3496 2992 5N4 2886 107 113 
& 419 3795 3233 562 2605 100 106 
z, 20 3460 310 450 2626 103 116 
21 3425 2950 475 2590 104 119 
22 3670 3199 480) 2730 107 123 
23 3285 2859 435 2745 112 118 
24 3430 3001 429 2680 949 110 
Mittelwerte: 3460 3005 450 2660 104 116 
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Tabelle J. Insulin-Hasen (Fortsetzung). 
me SE Ee lettenete) Oo | eee | ee. 
1 749 4559 2490 6404 98 116 
2 5604 3544 2060 5736 113 142 
3 7124 4984 2140 6359 91 103 
=| 4 8042 5682 2360 6301 81 89 
a 5 7285 4685 2600 6323 97 112 
© 6 8977 6357 2620 7095 85 94 
>| 7 7250 5200 2050 6550 96 199 
8 7400 4970 2430 6000 93 105 
y $239 5730 250 6480 $5 98 
10 6457 4357 2109 64 10 95 112 
Mittelwerte: 7402 5007 2335 6366 93 108 
1 3198 2982 216 1788 118 122 
2 2081 1903 178 2264 141 14y 
3 2910 2732 178 1878 112 115 
4 2511 2165 346 2003 132 139 
x 5 2222 1840 382 238 131 145 
= 6 2720 2564 156 2113 124 131 
7 2249 271 228 1849 126 133 
s 2200 1992 28 1993 132 139 
9 2136 1903 232 1960 128 135 
10 2568 2370 198 2212 127 132 
Mittelwerte: 2484 | 2252 232 2092 127 134 
Tabelle II. Normalhasen (Fortsetzung). 
Nr. “—— nome Cholesterin ; —— Une Oupsumtimal 
15 7258 5434 1824 5989 106 122 
16 7339 5409 1639 5986 86 97 
17 7187 5280 1907 5482 109 112 
18 8053 6029 2024 6548 91 99 
e119 9451 6614 2837 6355 82 RS 
3 4 20 7759 5700 2050 6060 90 194 
S]21 8035 5875 2169 6231 89 102 
22 7445 5670 1775 5829 91 106 
23 7513 5513 200 5984 82 96 
24 $363 6223 2140 6745 79 106 
25 6624 4774 1859 5347 99 113 
Mittelwerte: 7729 5711 2019 6050 90 104 
15 3114 2893 222 2136 120 124 
16 3722 3355 367 2473 109 114 
17 3113 2881 232 1935 139 145 
18 2788 2554 234 2116 128 124 
~ | 19 2467 2287 189 1934 127 131 
> 20 3391 3281 110 1970 101 108 
= 21 1967 1735 230 1867 113 117 
22 || 2445 2219 236 1997 148 156 
28 | 2353 | 2128 = 225 —S 2050 149 156 
24 2363 2178 185 1961 119 124 
25 | 2861 2611 250 2374 130 136 
Mittelwerte: 2780 2556 224 2074 125 131 
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2. Serum. Gesamtfett, Fettsdéuren und Jodzahlen sind bei Insulin- 
hasen tiefer, Cholesterin héher als bei normalen. Die Abweichungen 
liegen jedoch innerhalb der normalen Schwankungen in einer Gruppe. 
Die Phosphatidwerte sind bei Insulintieren um 30°,, tiefer als bei 
normalen; zwar schwanken die Phosphatidwerte im Serum innerhalb 
jeder Gruppe ganz besonders stark, und 30°, liegen nicht auBerhalb 
dieser Schwankungen, jedoch finden wir in der normalen Gruppe fiinf 
Werte, die héher als 80 sind (102, 93, 115, 86, 118), und nur einen tiefer 
als 50 (46), in der Insulingruppe hingegen keinen iiber 80 und fiinf 
tiefer als 50 (35, 49, 35, 33, 44), so daB wir den Eindruck bekommen, 
daB unter Insulin die Phosphatide des Serums die Tendenz haben, zu 
sinken. 

3. Leber. In der Leber finden wir keine nennenswerten Anderungen, 
es sei denn, daB die Gesamtjodzahl bei Insulinhasen etwas héher ist 
als gewohnlich. 


4. Niere. Das Cholesterin scheint unter Insulin zu steigen (20°,), 
alles andere bleibt in den Grenzen des Normalen. 


3d. Gehirn. Fettsauren bei Insulinhasen um 14 °,, tiefer, Cholesterin 
um 10°, héher als bei normalen, Gesamtfett fast gleich, Jodzahl fast 


KO 


gleich (bei Insulintieren um 5°,, héher). 
6. Herz. Keine wesentlichen Anderungen. 


In Anbetracht der groBen Streuung der Werte innerhalb jeder 
Gruppe schienen uns die statistischen Mittelwerte von je zehn Be- 
stimmungen nicht beweiskraftig genug; da es jedoch nicht méglich 
war, die nétige Anzahl (etwa 100) Kaninchen zu verarbeiten, versuchten 
wir durch Bestimmungen an ein und demselben Tiere vor und nach 
Insulin die individuellen Schwankungen auszuschalten. Leider ist 
es unmdglich, solehe Untersuchungen unter physiologischen Bedingungen 
an allen Organen durchzufiihren. Deswegen beschrénkten wir uns 
auf die Untersuchung des Blutserums. Wir denken, daB im Falle der 
Ubereinstimmung der neuen Resultate fiir Blutserum mit den oben 
angegebenen die Befunde fiir die anderen Organe auch an Beweiskraft 
gewinnen. 

In der Tabelle III sind die Werte angegeben, die wir an weiteren 
sechs mit Insulin behandelten Hasen ermittelten. Den Tieren wurde 
zuerst durch Herzpunktion Blut entnommen (10 bis 20 ccm), dann 
5 Einheiten Insulin pro Kilogramm subkutan injiziert und nach Ein- 
treten der Krampfe sofort wieder 10 bis 20cem Blut entnommen. 
Das in Oxalat aufgefangene Blut wurde zentrifugiert und das Serum 
weiter wie gewohnlich verarbeitet. Zur Kontrolle punktierten wir auch 
Normalhasen je zweimal in verschiedenen Zeitabstanden (Tabelle IV). 
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Tabelle II]. 
Serum von Insulinhasen*. 
N Gesamt- Fett- Chole- Phospha- Gesamtfett, Fettséuren a 
NT. || fett siure sterin tide Ungesittigtheit Ungesattigtheit at > in Std. 
32a 243 198 45 69 89 94 2 
b 178 141 37 55 89 96 
33a 209 163 37 88 87 93 2'/, 
b 148 118 30 58 98 107 
34a 241 209 41 72 73 75 31), 
b 238 192 46 60 73 74 
35a 232 196 36 64 80 83 25), 
b 181 150 31 59 79 82 
36a 241 206 36 51 72 73 3 
b 155 142 13 0 (!) 68 68 
37a 21 166 45 79 74 76 2), 
b 213 183 30 63 66 66 


* a bedeutet 


die erste und b die zweite Blutentnahme. 


Tabelle 1V. 


Serum von Normalhasen*. 





N 


4 


38a 
b 


39a 
b 


40a 
b 


4la 


b 


42a 


43a 


44a 
b 


| . | . . é Zeitintervall 
Fett- Chole- | Phospha- Gesamtfett, Fettsi \ mB ie 
siure | pret tide ' Ungesittigtheit Ungesittigtheit Ba yy OY 
224 59 99 93 99 3 
250 54 95 85 89 
188 34 63 84 88 2 
163 34 69 82 85 
173 20 99 103 11), 
164 20 87 90 
162 3 53 4 83 87 2 
150 29 60 89 94 
173 41 90 94 102 21). 
179 38 86 94 100 
166 © 48 95 84 91 1), 
149 35 77 98 107 
182 45 80 89 96 4), 
163 43 73 87 107 
die erste und b die zweite Blutentnahme. 
In den Tabellen V und VI sind die Differenzen zwischen a und 
b in Prozent des ersten Wertes angegeben. Zunahmen sind mit + und 


Abnahmen mit — bezeichnet. 


| 
|| Gesamt- 
fett 


274 
304 
222 
197 
193 
184 
193 
179 
214 
217 
214 
184 
227 
206 


* a bedeutet 
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Tabelle V. 


Insulinhasen. 








. Gesamt- Fett- a See Phospha- Gesamtfett, Fettsiuren, 
Nr. fett sturen Cholesterin tide Ungesittigtheit: Ungesittigtheit 
32 —a7 | —2 Is 20 0 +2 
33 — 26 28 19 - 34 + 12 +14 
34 — l - 4 + 12 17 0 ] 
35 -18 23 14 22 — 1 l 
36 — 36 | 32. — 68 — 100 5 6 
37 + 1 + 10 33 - 20 — 10 — 13 
Mittelwerte: — 18 — 18 — 24 — 85 — 1 5 
Tabelle V1. 
Normalhasen. 
: Gesamt- Fett- . al Phospha- Gesamtfett, Fettsaiuren, 
Nr. fett siiuren Cholesterin tide Ungesattigtheit Ungesdttigtheit 
38 +11 '>+12 + 8 4 f 10 
39 — 11 13 0 + 10 2 3 
40) — § 6 0 12 —13 
41 7 7 — 6 +13 + 7 + & 
42 oS ae ee 7 - 4 0 2 
43 — 14 — 10 — 27 — 19 + 16 + 18 
44 g 10 4 8 + 9 +11 
Mittelwerte: 5 4 — § — 2 + 1 + 1 


Nach Vergleich der Mittelwerte beider Tabellen finden wir auch 
hier den Sturz der Phosphatide bestatigt. Auch Gesamtfett, Fettsaéuren 
und (im legensatz zum friiheren Befund) Cholesterin sinken nach 
Insulinbehandlung, wenn auch in viel geringerem Mabe. Die Jodzahlen 
zeigen keine nennenswerten Anderungen. { 

Ob die Phosphatide abgebaut werden oder was sonst mit ihnen 
geschieht, laBt sich auf Grund unserer Versuche nicht entscheiden. 
In einem Falle (Kaninchen Nr. 36) war nach Insulin iiberhaupt keine 
Phosphatidfraktion zu erhalten. Da uns dieser Befund sehr unglaub- 
wiirdig erschien, machten wir zur Kontrolle Mikrophosphorbestim- 
mungen, sowohl im gesamten Alkoholextrakt als auch nach Abdampfen 
des Alkohols im Petrolatherauszug des Riickstandes. In diesem letzteren 
waren aber tatsaéchlich nur minimale Spuren P zu finden. Jedoch zeigte 
der petrolather-unlésliche Riickstand keine Erhéhung des P-Wertes 
gegeniiber der Norm, was bei der Annahme eines Abbaues der Fall 
sein muBte. Allerdings kann man aus diesem einen Befund keinerlei 


Schliisse ziehen. 
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Zusammenfassung. 

Zusammenfassend léBt sich sagen: 

Die gr6Bte, sichergestellte Anderung finden wir im akuten Insulin- 
versuch im Phosphatidgehalt des Serums, der unter Insulin eine 30 °,ige 
Abnahme erfahrt. 

Weitere Anderungen finden wir im Cholesteringehalt von Blut, 
Niere und Gehirn, der bei Insulinhasen héher ist als bei normalen. 


Weniger werden die Jodzahlen beeinfluBt, die in Gehirn und Leber 


zu steigen, in Blut und Serum zu fallen scheinen, auch die Fettséuren 
scheinen unter Insulin in Gehirn, Blut und Serum eine Abnahme zu 
erfahren, und, nach den letzten Versuchen, auch das Cholesterin, 
somit auch das Gesamtfett im Serum. 
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Beitrag zur Biochemie des Zinks. 


Zink und Hefegirung. 


Von 


As. Zlataroff. M. Andreitsechewa und D. Kaltsehewa. 
(Aus dem Chemisch-Medizinischen Institut der Universitat Sofia.) 
(Eingegangen am 23. November 1930.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


Zur weiteren Aufkléarung der Biochemie des Zinks wurde von uns 
eine Untersuchung iiber den EinfluB des Zinks auf die Glucose- 
zersetzung durch Hefe aufgenommen. Dabei wurde die Wirkung 
des Zinks auch bei gleichzeitigem Zusatz von anderen Kationen, wie 
Kisen, Mangan, Kalium und Calcium, sowie von bernsteinsauren 
Salzen studiert. 


Die Untersuchung der Rolle, die die Salze bei der alkoholischen 
Garung spielen, hat nach der Entdeckung der Zymase, des in der Hefe- 
zelle enthaltenen Agens der alkoholischen Garung, einen neuen Charakte1 
erhalten. Der Zerfall der Zuckermolekiile bei der Garung kann jetzt 
unabhingig von den Lebensfunktionen der Zelle studiert werden, 
wodureh die Trennung der Einwirkung verschiedener Faktoren auf 
die alkoholische Garung in die Wirkung auf das Wachstum der Hefe 
einerseits und auf die eigentliche Gartatigkeit andererseits ermédglicht 
wurde!. Es konnte mit Sicherheit festgestellt werden, dab die 
Faktoren, die das Wachstum der Hefe begiinstigen, nicht immer 
eine férdernde Wirkung auf die Girung ausiben. 


1 Von Wichtigkeit sind hierfiir die zahlreichen Veréffentlichungen 
von OC. Neuberg und seinen Mitarbeitern (diese Zeitschr. 19 8—19_0) iiber 
die Stimulierungen der alkoholischen Garung und die Partialagentien 
des Zymasekomplexes. 
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In der vorliegenden Arbeit wurde der Einflu8 von Zinksalzen 
auf die Garung, und zwar deren Wirkung auf die eigentliche Gartatigkeit 
der Hefe, nicht aber auf ihre Entwicklung untersucht. 


Als MaB fiir die Veranderung der Gartatigkeit der Hefe unter dem 
EinfluB der verschiedenen Salze und der verschiedenen Konzentrationen 
ein und derselben Salzart wurde die Menge des nach einer bestimmten 
Zeit vergorenen Zuckers (Glykose) gewahlt. Die Garkraft der Hefe in einer 
Probe ohne Zusatz von Salzen wurde gleich 100 angenommen; zu dieser 
Zahl wurde die GréBe der Garung (in Milligramm vergorener Glykose) 
bei Anwesenheit der zu untersuchenden Salze ins Verhialtnis gesetzt. Der 
Erreger der alkoholischen Garung war bei diesen Versuchen Saccharomyces 
ellipsoideus. Die Garung selbst wurde in einer 5° igen Lésung von Glykose 


in Hefewasser durchgefiihrt. Das Hefewasser wurde durch 10 Minuten 
langes Kochen von PreBhefe — 1 g in 40 cem Wasser und Filtration 
gewonnen. 


25 cem des so bereiteten Kulturmediums wurden mit 25 cem Zinksalz- 
lésung verschiedener Konzentration gemischt und nach Sterilisierung mit 
Hefe geimpft, und zwar mit 1 cem der beim Waschen einer Platinése in 
100 cem Wasser gewonnenen Suspension. Zu dem Kontrollversuch ohne 
Zinksalzzusatz wurden statt dessen 25 cem Wasser zugegeben. Bei diesen 
Versuchen dauerte die Gaérung bei einer Temperatur von 26 bis 28° 4 Tage. 
Nach dieser Zeit wurden die Kolben 4 Minuten lang gekocht, der Inhalt 
auf 100 cem aufgefiillt, und in 25 ccm dieser Lésung wurde der nach der 
Garung unangegriffen gebliebene Zucker bestimmt. Aus der Differenz der 
gefundenen Zuckermenge in einer Probe ohne Hefe und in den vergorenen 
Lésungen wurde die Menge des unter den verschiedenen Bedingungen 
vergorenen Zuckers bestimmt. Die Glykose wurde nach der titrimetrischen 
Methode von Witllstdtter u. Schudel! bestimmt. 

Zunachst wurde festgestellt, daB das zuckerfreie Hefewasser mit Jod 
nicht reagiert. Die vergorene Lésung wurde zur Entfernung des Alkohols 
gekocht, der sonst einen Teil des Jods verbrauchen kénnte. 

Das pq des Hefewassers, das in den verschiedenen Versuchen zwischen 
5,9 und 6,1 sechwankte, wurde bestimmt, ebenso auch das py der vergorenen 
Glykoselésungen: es wurde festgestellt, daB die Lésungen. die Zinksalze 
in Konzentrationen, welche die Garung hemmen, enthielten. vor und nach 
der Vergarung las gleiche pq zeigten. Das Hefewasser ist eine gepufferte 
Lésung mit einer verhaltnismaBig geringen Pufferungskapazitat, die ihr 
zugesetzten Salze veraindern in den unten angefiihrten Konzentrationen 
sein pH nur unbedeutend. 


Die Versuchsergebnisse sind in den Tabellen] und II wieder- 
gegeben. 

Das Diagramm in der Abb. 1, eine graphische Darstellung der 
Angaben in den Tabellen I und II, zeigt, daB bei Zusatz von 
Zn (NO). und ZnSO, in den verschiedenen untersuchten Konzen- 
trationen das AusmaB der Hefegérung zwischen 0 und 100 schwankt, 


! R. Willstdtter u. G. Schudel, B. 51, 780. 1918. 
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d. h. eine stimulierende Wirkung ist in keiner Konzentration fest- 
zustellen. 

In verhaltnismaBig verdiinnten n/540 Zinksalzlésungen zeigt sich 
eine vollstandige Unterbindung der Garung; ist die Konzentration 
n/560 bis n/900, so wird die Garung gehemmt, ist sie ungefahr n/980, 
so verschwindet die hemmende Wirkung und die Garung verlauft 
normal. Noch verdiinntere Lésungen — bis n/2000000 —- beeinflussen 
die Gartitigkeit nicht. Die Wirkungen von Zn (NO ), und ZnSO, 
sind sich sehr ahnlich. 


Es ist bekannt, daB der EinfluB eines Salzes auf einen enzymatischen 
ProzeB von der Zusammensetzung des Mediums abhangig ist. 


Viele Tatsachen beweisen, daB beim Zusammenwirken zweier 
Faktoren auf so komplizierte Gebilde wie die Kolloide die Wirkungen 
der einzelnen Faktoren sich durchaus nicht einfach addieren, sondern 
daB sich haufig ein ganz anderer Effekt ergibt, der zuweilen dem er- 
warteten entgegengesetzt ist. Nachdem wir den EinfluB der reinen 
Zinksalze auf die Starke der Garung festgestellt hatten, war es von 
Interesse, auch deren Wirkung bei gleichzeitiger Anwesenheit anderer 
Salze kennen zu lernen. In der vorliegenden Arbeit wurde ihre Wirkung 
bei Anwesenheit von Calciumnitrat, Kaliumnitrat, Mangannitrat, 
Ferrjinitrat und Natriumsuccinat untersucht. 


Um das gewonnene Resultat deuten zu kénnen, wurde zunachst 
die Wirkung des betreffenden Salzes allein auf die Garung bestimmt. 
Die Ergebnisse dieser Versuche sind in den Tabellen III, IV, V, VI, 
VII und VIII wiedergegeben. 


Die Angaben der Tabelle 11] umfassen 10—! bis 10-n Lésungen. 
In die graphische Darstellung der Versuchsergebnisse wurden nicht die 
absoluten Werte der Konzentration, sondern ihre negativen dekadischen 
Logarithmen eingetragen. 

So geht die geometrische Progression der Konzentrationen in eine 
arithmetische iiber, die zur Eintragung in das Koordinatensystem be- 
quemer ist. Die Angaben der Tabelle IT] geben bei der graphischen Dar 
stellung die Abb. 2. Die Kurven der Abb. 2 kénnen nach ihrer Lage zur 
x-Achse in folgende drei Gruppen eingeteilt werden: 1. Kurven, die ganz 
oberhalb der x-Achse verlaufen; 2. Kurven unterhalb der x#-Achse und 
3. Kurven. die auf beiden Seiten der Achse liegen. 

In die erste dieser drei Gruppen gehéren die Kurven, welche die 
Wirkung von Ca(NO,), und KNO, auf die Garung darstellen; bei den 
untersuchten Konzentrationen war nur eine stimulierende Wirkung zu 
beobachten, wobei das Ausma® dieser Stimulation im umgekehrten Ver- 
haltnis zu dem aufgetragenen negativen Logarithmus der Konzentration 
stand. Die starkste stimulierende Wirkung mit Ca(NO,), fand ich bei der 
Konzentration n/10 (n.10-'), wahrend sie bei n/4000000 (0,25 . 10—-*) 
nicht mehr wahrnehmbar war. 
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Kaliumnitrat weist im allgemeinen eine viel schwachere stimulierende 
Wirkung als Calciumnitrat auf. Am starksten ist diese Wirkung in einer 
n/1000 Lésung, bei weiterer Verdiinnung nimmt die Wirkung ab. 

Die Salze, deren Kurven unter der z-Achse liegen, hemmen die Ferment- 
wirkung. So liegt der Fall beim Natriumsuccinat. Am starksten ist die 
hemmende Wirkung bei der Konzentration n/10; durch Verdiinnen der 
Lésung nimmt diese Wirkung ab, und in n/200 Lésung wird sie an- 
nahernd Null. 

Die dritte Gruppe umfaBt die Kurven jener Salze, die in manchen 
Konzentrationen stimulierend, in anderen dagegen hemmend wirken. 

Solche Salze sind Mn(NO,), und Fe(NO,);. 


Tabelle I. 


Garung bei Anwesenheit von Zn(NO,)p. 











Sn | S| | 
n/400 0 5,9 n/800 54 3,9 
n/500 | 0 5,9 n/909 91 8.7 
n/520 0 5,9 n/920 94 3,7 
n/540 0 5,9 n/940 96 3,7 
n/560 2,3 5,7 n/960 97 3,7 
n/580 5,2 5,7 n/980 99 3,7 
n/600 6 | 4,2 n/1000 99 3,7 
n/700 9 | 42 n 2000 99 8,7 
n/720 31 4 n/10 000 99 3,7 
n/740 41 4 n 100 000 99 87 
n/760 45 3,9 n/2 090 000 99 3,7 
n/780 46 3,9 

Tabelle I]. 
Garung bei Anwesenheit von ZnSQ,. 

ZnS O,4 Stiirke der ZnSO, Starke der 

Normalitit Gurung PH Normalitit Girung PH 

7 

n/100 0 6,1 n/10 000 100 4,1 
n/200 0 6.1 | n'20000 100 4,1 
n/500 0 6,1 n/50 000 100 ' 4,1 
n/1000 99 | 4,1 n/i00 000 100 | 4,1 
n/200 100 41 n/209 000 100 4,1 
n/4000 100 4,1 n/1 000 000 100 4,1 
n/5000 100 4,1 
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Tabelle Ill. 


Garung bei Anwesenheit von Ca(NO,)., KN O,, Fe (NO ),, Mn(NOs;). und 
Natriumsuccinat fiir sich allein 





Ca(NO5)o KNO, Fe(N O5)3 Mn(NOy)o Natrium- 
Zn(N Os)» : it ee Berens ee 
Normalitat Stirke Stirke Stirke Starke Starke 
der H der Pu der Pu der Pu der Pu 
Garung Garung Garung Garung Girung 
1 . 10-* 1386 = 3,7 100 | 3.7 112 — 80 | 5.7 77 5,8 
1 .10-2 103 3,7 104 | 3,7 — _— 94 — 
1 .10-* 109 | 3,7 107 | 3,7 9 38 8941 97 3.8 
1 . 10-4 114 3,7 105 | 3,7 92 3,8 106 3.8 97 3,8 
1 10-5 110 3,7 105 3,7 92 3,8 109 3,8 88 3.8 
0,5 .10-° 110 8,7 99 3,8 
0,25.10°° 118 | 3,7 98 3,8 
15 .10°8 112 3,7 | 99 38 
0,25. 10-6 109 | 3,7 99 3,8 





900 re 2 4 49 SA 
Normalitat ar Zrasal 


Abb. 1. 














70 on 4 — ee ee SE 
7 2 3 4 5 3336 6 4356 7 
negariver Logarithinis wer SalthonZerurar10/7 
Abb. 2. 


Aus dem Vergleich des Einflusses der erwihnten Salze auf die 
Garung ersieht man, daB Ca (NO,), am starksten stimulierend und 
Natriumsuccinat’ am _ stairksten hemmend wirkt. Die hemmende 
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Tabelle V. 
Gleichzeitige Einwirkung von Zn(NQO,), und Natriumsuccinat auf die 
Garung. 





Normalitét an Natriumsuccinat 
Normalitiat 
an Zn(N Os), 


Pu 


Pu 


a ¢ 


10-1 
Pu 
10-2 
Pu 
10-3 
Pu 
10-4 




















n/500 061 0°61 0/61 0 61 0 61 0'61'0 61 0°62 
n/720 37/6 (12:6 |0/6 (0/6 ;0;|;6 |0/|6 |0/'6 | 016 
n/1000 77 | 5.1 57 '5,1! 27) 5.9 21'5,8 29159 27;|;— | 25/58) 25/59 
(—— ~ 
=. 
100 qe + 4 
KNO; | 
#0 WN Mn{ Woy); 
me Fe(N03) 
Ob Y\ X Ca(No.), 
> | | (Noy) 
7 \ 
B+ ] 
ei 
8 \ \ | 
Ls 144 
S \ 
Ss \ 
a \ 
| 
> | 
as saures| 
ont \ i aun | 
cee rofl ies, Tae. | 
1 ss forrstersayres Natrug S2lWosle_| 
2 3 “ 5 3356 6 63667 
negativer Logarithimus aer Salzhonzentration 
Abb. 3. 


In der Abb. 3 sind die Angaben der Tabellen IV und V graphisch 
dargestellt. Wenn man diese Kurven mit denen der reinen Salze 
der Abb. 2 vergleicht, so zeigt sich deutlich der EinfluB auf die 
Wirkung der reinen Salze. Mit reinem Ca(NO,). haben wir eine Kurve, 
die oberhalb der durch den Punkt 100 gelegten 2-Achse verlauft, bei 
gleichzeitiger Einwirkung von Ca(NO,), und Zn(NQ,), verschiebt sich 
diese Kurve unter die Achse; dies zeigt, daB die im reinen Medium 
stimulierende Wirkung des Calciumnitrats bei allen untersuchten 
Konzentrationen dieses Salzes in eine hemmende iibergeht, wenn 
sich in dem Garmedium Zinknitrat auch in nur unbedeutenden Kon- 
zentrationen befindet, wie z. B. n.10~%, einer Konzentration, die 
allein keinen EinfluB auf die Garung ausiibt. Die schwachste hemmende 
Wirkung zeigt eine Mischung von n/ 1000 Zn(N O,), und n/ 1000 Ca (N Og): 
bei Verdiinnung des Ca(NO,), nimmt der hemmende EinfluB einer 
Mischung von Ca(N QO), und Zn(NO,), zu. Wahlt man als Konzentration 
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oder stimulierende Wirkung zeigt sich am deutlichsten in den 
stiarkeren Konzentrationen, in den schwacheren wird sie annahernd 


gleich Null. 


Nachdem der EinfluB von ZnSO,, Zn(NO,),, KNOgs, Ca(NOy)o, 
Fe(NO,)3, Mn(NOs;). und Natriumsuccinat fiir sich auf die Glykose- 
girung festgestellt war, wurde die Starke der Garung bei gleichzeitiger 
Anwesenheit von Zn(NQ,), und einem der oben erwahnten Salze in 
der Lésung untersucht. 


In den Versuchen, bei denen die Wirkung des Zn(NO,), und jedes 
der erwaihnten Salze fiir sich. sowie des Zinknitrats bei gleichzeitiger An- 
wesenheit dieser Salze festgestellt werden sollte, wurde mit folgenden 
Lésungen gearbeitet: 1. Hefewasser, das an Zn(NO,), n/1000 war, eine 
Konzentration, die auf die Garung ohne Einflu®B ist; 2. Hefewasser mit 
n/720 Zn(NO,).; in dieser Konzentration wird die Garung gehemmt; 
3. Hefewasser mit n/500 Zn(NO,),; durch diese Konzentration wird die 
Garung zum Stillstand gebracht. ; 


Die Versuche wurden in der Weise angestellt, daB 25 cem des Zinksalz 
enthaltenden Hefewassers mit 25 ccm einer Lésung des betreffenden Salzes, 
die doppelt so konzentriert war, als die Reaktionsmischung sein sollte. 
versetzt wurden. Aus den gewonnenen Zahlen fiir die Menge vergorener 
Glykose in den verschiedenen Mischlésungen wurde die Starke der Gir- 
titigkeit berechnet. Dabei dienten als Vergleichswerte ( 100 gesetzt) 
1. die Menge vergorener Glykose in Milligramm in der Probe ohne Salz- 
zusatz und 2. die Menge Glykose in Milligramm, die in einer reinen Zn(N O,)o- 
Lésung von der entsprechenden Konzentration vergoren wurden. Die 
auf die erste Weise gewonnenen Werte geben ein Bild von der gemeinsamen 
Wirkung des Zn(NO,), und des zugesetzten Salzes auf die Garung. Auf 
die zweite Art gewinnen wir eine Vorstellung von der Veranderung der 
Wirkung des Zinksalzes durch Zusatz eines anderen Salzes. Es ist klar, 
daB die bei 10-3 n Zn(NO,), auf beide Weisen gewonnenen Zahlen 
gleich sein miissen, weil die Vergleichszahlen gleich sind. Bei n/720 Zn(N O,)> 
werden die auf beide Weisen berechneten Zahlen verschieden sein: der aus 
dem Versuch mit Zinksalz allein gewonnene Vergleichswert ist viel kleiner 
als der aus dem Versuch ohne Salzzusatz, da n/720 Zn(NO,), die Garung 
betrachtlich hemmt. 


Tabelle IV. 


Gleichzeitige Einwirkung von Zn(NO,). und Ca(NO,)o 
auf die Garung. 





Ca(N O03). Normalitat 





Zn(N Og) - , ‘ ; 
Normalitit o 7% ’ _ i S S S 
0 A oe i ee ae ae 

{ ' 
n/500 0 0 0 ( 0 0 0 0 0 
n/720 3,6 3.7 19 Ss 13 0 0 0 0 
n/1000 76 92 94 99 74 74 76 70 76 
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Lésung (107% n) hért die Garung auf. Die Starke der Gartatigkeit 
mit n/720 Zn(NOs,), allein ist gleich 31. 

Die Wirkung von n/1000 Zn(N Og), verandert sich bei Anwesenheit 
anderer Salze bedeutend. In dieser Konzentration hat Zn(NO,), allein 
keinen EinfluB auf die Garung. Zusatz von Salzen hemmt den Gar- 
prozeB, und zwar der von Natriumsuccinat am stirksten, der von 
Calciumnitrat schwacher und der von KNO,, Mn(NOs)y, Fe (NOs)5 
am wenigsten. Bei den beiden letzten Salzen wurde in einer Konzen- 
tration von 107! n eine schwache Stimulation festgestellt. 


Bei den Versuchen mit n/500 Zn(NO,). zeigte sich, daB alle er- 
wahnten Salze in allen angegebenen Konzentrationen seine hemmende 
Wirkung nicht stark veraindern konnten. 

Aus dem Verlauf der Kurven der Abb. 2 fiir den EinfluB der reinen 
Salze geht hervor, dab ihre Wirkung im umgekehrten Verhaltnis zum 
Logarithmus der Konzentration der Salze steht. Das gilt aber nicht 
fiir die Zusammenwirkung zweier Salze, deren Verlauf auf der Abb. 4 
dargestellt ist. Hier kann man das Gegenteil feststellen. Die hemmende 
Wirkung, die Zinknitrat im Beisein eines anderen Salzes auf die Garung 
ausiibt, steht in gerader Proportion zum Logarithmus der Konzentration 
dieses Salzes d.h. das zugesetzte Salz vergr6éBert in verdiinnter 
Lésung starker als in konzentrierterer die hemmende Wirkung des 
Zn(NO,),. Das ist aber nur bei einer Konzentration des Zinknitrats 
der Fall, die die Garung hemmt wie die im vorliegenden Falle ver- 
wendete von n/720; bei einer Konzentration an Zinknitrat, durch 
die die Garung nicht beeinfluBt (n/1000) wird, gilt diese Regel nur 
fiir Natriumsuccinat, in allen iibrigen Fallen behalten die Folgerungen 
aus den Kurven der Abb. 1 u. 2 Giiltigkeit. 


Alle Kurven zeigen, da die Kinwirkungen durch reine oder gemischte 
Salze nicht gleichmaBig in der einen oder anderen Richtung anwachsen, 
sondern zum Teil scharfe Spriinge aufweisen. Solche ungleichmaBige. 
sprunghafte Beeinflussung wurde auch in vielen Fallen bei enzymatischen 
Reaktionen durch py-Anderung beobachtet. eine Erscheinung, die noch 
nicht endgiiltig aufgeklart werden konnte. Die Tatsache weist aber auf die 
komplizierte Natur dieser Prozesse hin. 

Aus den verschiedenen in der Tabelle angegebenen px-Werten 
ersieht man, daB sie keinen groBen Schwankungen unterliegen. Die 
nicht vergorene Lésung aus Hefewasser und Glykose hatte ein 
pu = 6, eine Probe, in der die Gérung normal verlief, hatte py = 3,7. 
Bei den Versuchen, in denen eine Hemmung der Girung festgestellt 
wurde, schwankte das pa zwischen diesen beiden Werten und lag je 
nach dem AusmaB der Hemmung naher an dem einen oder dem 
anderen. Bei stimulierter Garung wurde kein py kleiner als 3,7 




















Biochemie des Zinks. 133 


gefunden; das beruht darauf, dai die vermehrte Séuerung der 
Lésung sich in den Grenzen der Pufferungskapazitat des Hefe- 
wassers halt. 

SchluBlolgerungen. 


Aus den Versuchen tiber den EinfluB von Zn(NO,)., ZnSO,, 
KNO,, Ca(N Og), Fe(N Og), Mn(NQO,). und Natriumsuccinat auf die 
alkoholische Garung durch Saccharomyces ellipsoideus 12, fiir sich 
allein und in Mischung mit Zn(NO,), kann man folgendes schlieBen: 


1. Zn(NO,), und ZnSO, haben eine ahnliche Wirkung auf die 
Garung. 

2. Die Zinksalze bringen die Girtatigkeit bei einer Verdiinnung 
von n/500 zum Stillstand; verdiinntere Lésungen n/500 bis n/900 
hemmen die Garung: diese Hemmung nimmt bei weiterem Verdiinnen 
der Lésung ab. Lésungen von n/1000 bis n/2000000 beeinflussen die 
Garung nicht. | 

3. Von den untersuchten Salzen hat Ca(NO,), die starkste stimu- 
lierende, Natriumsuccinat die staérkste hemmende Wirkung auf 
die Garung. Das erste Salz zeigt in allen untersuchten Konzentrationen 
von n/1l0 bis n/2000000 eine stimulierende, das zweite dagegen nur 
hemmende Wirkung. Die Starke des Einflusses steht in geradem Ver- 
haltnis zur Konzentration: er zeigt sich deutlich in den starkeren 
Konzentrationen, wird durch Verdiinnen vermindert und verschwindet 
in den verdiinnteren Lésungen. 

4. Die Wirkung, die die Zinksalze und die anderen untersuchten 
Salze fiir sich allein zeigen, ist qualitativ und quantitativ von der einer 
Mischung aus Zink- und einem der tibrigen Salze vollkommen ver- 
schieden. 

5. Die Starke der Wirkung eines Salzes in einer bestimmten Kon- 
zentration haingt bei gleichzeitiger Anwesenheit von. Zinknitrat von 
dessen Konzentration ab. 

6. Anwesenheit von n/1000 Zn(NQO,),, einer Konzentration, 
die ohne EinfluB auf die Garung ist, verwandelt die stimulierende 
Wirkung anderer Salze [Ca(NQ,).] auf die Garung in eine hemmende. 
Im Falle des Ca(NO,). verstarkt sich die hemmende Wirkung der 
Mischung bei Verringerung seiner Konzentration. 

7. Bei derselben Konzentration an Zinksalz wird die nachteilige 
Wirkung des Natriumsuccinats bedeutend gréBer. Durch Verringerung 
der Succinatkonzentration wird die hemmende Wirkung der Mischung: 
Succinat + Zinksalz verstarkt. 


i 


8. Die Wirkung von n/720 Zn(N Og), das fiir sich allein die Garung 
stark hemmt, wird durch die Anwesenheit anderer Salze deutlich ver- 
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stirkt; zusammen mit n/l0000 Ca(NO,), oder n/1000) Natrium- 
succinat wird die Garung vollstandig unterdrickt. 

9. Natriumsuccinat verringert in gréBeren Konzentrationen (n/10) 
die hemmende Wirkung des reinen Zn(NO,),: bei einer Konzentration 
von n/100 verstarkt es diese Wirkung bedeutend und bei n/1000 bringt 
es die Garung zum Stillstand. 


. 


10. Natriumsucecinat hat den starksten EinfluB auf die Wirkung 
des Zinknitrats. 


11. Die Wirkung von n/500 Zn(N O,),, das fiir sich allein die Garung 
zum Stillstand bringt. wird durch die Anwesenheit anderer Salze 
nicht verandert. 














Uber Anderungen des physikalischen Zustandes 


von anorganischen Bestandteilen des Serums 
durch gegenseitige Beeinflussung. 


| 


Von 
Hans Georg Scholtz. 


(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat K6nigsberg i. Pr.) 


(Eingegangen am 23. November 1930.) 


Unseren heutigen Kenntnissen entsprechend stehen die einzelnen 
anorganischen Bestandteile des Blutes miteinander in Wechselwirkung. 
Indessen ist bisher nicht geniigend scharf unterschieden worden, in- 
wieweit diese Wechselbeziehungen rein chemischer und _ inwieweit 
sie biologisch funktioneller Natur sind. Die folgenden Untersuchungen 
beschaftigen sich mit der Frage, in welcher Weise die physikalische 
Zustandsform der Mineralbestandteile des Serums vom wechselnden 
anorganischen Milieu abhangig ist, und welche Gesetzmabigkeiten 
dabei auftreten. 

Versuchsmaterial war Serum von Pferden und Rindern, bei dem die 
Konzentration der anorganischen Bestandteile durch Zusatze von Neutral 
salzen geiindert wurde. Im anschlieBenden Tierexperiment an Katzen 
wurde nachgeprift. inwieweit die in vitro gefundenen Resultate auch 
physiologische Giiltigkeit beanspruchen diirfen. Die entsprechenden Salze 
wurden dabei in etwa isotonischer Konzentration langsam in die Jugularis 
infundiert, die Blutentnahmen erfolgten durch die Carotis. 

Als Methode diente die Ultrafiltration mit Hilfe des Thiessen-Apparats 
(Vereinigte Géttinger Werke). Es wurde mit 2 Atm. Uberdruck filtriert. 
Zur Einschrankung des Membranfehlers wurde jedesmal der erste Anteil 
des Ultrafiltrats verworfen. 

Die Bestimmung des Phosphats erfolgte nach Bell- Doisy, modifiziert 
nach Briggs', die des Natriums nach Kramer-Gittleman®, die des Kaliums 
nach Kramer-Tisdall®, die des Magnesiums nach Yoshimatsu* in der Modi- 
fikation von Fichholtz und Berg®. 


Journ. of biol. Chem. 58, 13, 1922. 

* Ebendaselbst 62. 358, 1924. 
ibendaselbst 46, 339, 1921; 48, 4, 1921. 

' The Tohoku Journ. of exp. Medic. 14, 29, 1929. 
Diese Zeitschr. 225. 352. 1930. 
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Der kolloide Anteil der einzelnen Substanzen wurde nach der Forme! 
von Augsberger' berechnet. bei welcher der .,Nichtlésende Raum‘ der 
SerumeiweiBkérper nach Polany mit 12% in Rechnung gesetzt wird 

Nach Versuchen von Fichholtz und Starling? am Herz-, Lungen- 
und Nierenpraparat geht anorganisches Phosphat nach Zusatz von 
Caleium zum durchstr6émenden Blut in eine die Nieren nicht mehr 
passierende Verbindung tiber. Andererseits verschwindet nach Zusatz 
von Phosphat das Calcium zum Teil aus dem sezernierten Urin, wo- 
bei gleichzeitig physiologische Calciumwirkungen, die vom strO6menden 
Blute ausgehen, gehemmt werden. Da bei anschlieBender Blausiiure- 
vergiftung das gesamte Phosphat, das vorher die Nieren nicht mehr 
passieren konnte, im Urin wieder erscheint, und zwar ohne gleichzeitiges 
Auftreten von Eiweib, so glaubten Hichholtz und Starling auf das Ent- 
stehen eines kolloiden Calcinm-Phosphatkomplexes schlieBen zu miissen. 

Durch theoretische Erwagungen kommt Alinke® zu der Annahime 
einer Adsorptionsverbindung, bei der aber, wie er ausdriicklich bemerkt, 
keine Verminderung der Calciumionen entsteht, sondern eine vermehrte 
Adsorption eines unbekannten, léslichen, komplexen Calciumsalzes. 
Fir eine Verminderung von Ca-lonen spricht aber die Tatsache, daB 
von Hichholtz und Starling ein Zusammenhang der Ca-lonen mit er- 
héhter Wasser- und Chloridausscheidung aufgedeckt wurde, und dab 
diese lonenwirkung nach Phosphatzusatz zum Blut’ verschwand. 

Diese Ansicht ist inzwischen mit der Methode der  Viviultra- 
filtration von Brull* bestatigt worden. Da es wiinschenswert schien, 
entsprechende Resultate aus Versuchen in vitro und in vivo gegeniiber- 
zustellen, wurden die Versuche noch einmal am Ultrafilter nachgepriift. 

Tabelle I zeigt die Bestimmung von anorganischem Phosphat 
im Pferdeserum vor und nach Zusatz von Calciumchlorid. 


Tabelle 1. 
Anorganisches Phosphat im Pferdeserum unter Beeinflussung von zu 


gesetztem Calceiumchlorid. 





Serum ohne Zusatz Serum + 0,00125 Mol Ca‘50 cem 
7 Ultra- . ati . Ultra- , a 
se rum- filtrations- Kolloider Serum- Sitvations- Kolloider 
wert ae Anteil wert Kt Anteil 
L 4,22 4,22 iZz% 4,26 100%, 
3. 3,43 3,67 6°) 3.35 100% 


' Ergebn. d. Physiol. 24, 618, 1925. 

2 Proc. of the Royal Soc. (B) 98, 93. 1925. 

3 Ergebn. d. Physiol. 26, 234, 1928. 

* Arch. intern. de Physiol. 32, Teil 2, 138, 1930. 
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Das anorganische Phosphat passiert also nach Calciumzusatz 
zum Serum noch in fast derselben Menge wie vor dem Zusatz nach 
der EiweiBfaillung gewéhnliche Papierfilter, ist aber tiberhaupt nicht 
mehr ultrafiltrierbar. Ebenso erhéht sich der kolloide Anteil des Caleiums 
von etwa 40°, nach Zusatz von Kaliumphosphat zum Serum auf fast 
80°. (Tabelle 11). 

Tabelle 11. 





Serum ohne Zusatz Serum + 0,00125 Mol P pro 50 cem 
: Ultra- Kolloider . Ultra- Kolloider 
Serumwert . Serumwert 
. se filtrationswert Anteil iit Stivaliahenets Anteil 


12,54 8,62 42% 12,61 3,15 79 % 


Im Tierversuch wurden gleichsinnige Resultate wie im Modell- 
versuch erhalten (Tabelle III bis IV), doch gelang es hier nicht, wie in 
den Versuchen in vitro das gesamte anorganische Phosphat des Serums 
durch intravenése Calciuminfusionen in eine kolloide Form = umzu- 
wandeln (Tabelle ILL). 

Tabelle 111. 


Anorganisches Phosphat im Blute der Katze unter Beeinflussung von 
Ca-Infusionen. 20 cem 2.6% ige CaCl,-Lésung. 









Vor Infusion Sofort nach Infusion 15 Minuten spiter 
Serum- le Kolloider Serum- Pe Kolloider Serum- oa Kolloider 
wert aa Anteil wert wast Anteil wert wert Anteil 
l 4,05 4,53 3% 5,37 2.97 52% 5,38 3,72 63% 
2. | 4,09 5.00 0% 4.1 1,28 76 %, 9.75 3.45 70% 
3. '| 6,20 6,06 14 % 7,32 2.52 71% 8,30 1.90 80%, 


Tabelle 1V. 


Calcium im Blute der Katze unter Beeinflussung durch WKaliumphosphat 
injektionen. 





Vor Infusion Nach Infusion 
. Ultra- > : ' Ultra- , Infundierte Lésung 
Serum- |g). ,: Kolloider| Serum- nee Kolloider - 
wert filtrations- Anteil wert filtrations- Anteil 
| wert wert 
1.1 14,0 - 538% 13.0 5.6 63°, | 40 cem 2° ig. Kal.-Phos- 
* 2 p ; phat, Pu f) 
2. 12.5 6,7 54%, 10.6 3.9 68 % deem 2%ig. KJHPO, 
8.1! 14,9 98 85% 13,7 5.4 66% | 20cem 2%ig. Ko HPO, 
4. 127) 78 46% 114 49 62% | 2cem 2%ig. KH,PO, 


Anscheinend greifen bei der Calciumchloridinfusion noch unbekannte 
biologische Vorgiinge ein, die zu gleichzeitiger Erhéhung des anorgani- 


schen Phosphats fiihren. Wie aus den Protokollen hervorgeht, besitzt 
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andererseits die Reaktion der infundierten Phosphatlésung keine nach- 
weisbare Bedeutung fiir die Bildung des Calciumphosphatkomplexes. 
Die Beobachtung von Nothmann und Guttmann'!, daB nur intravenése 
Infusionen von basischem und neutralem Phosphat, nicht aber von 
saurem Phosphat zu Tetanie fiihren, findet also hierdurch keine Er- 
klarung. 

Es wurde versucht, mit verschiedenen Arzneistoffen, die in Beziehung 
zum Caleciumhaushalt des tierischen Organismus stehen, den gebildeten 
Calcium-Phosphatkomplex zu beeinflussen. In diesen Versuchen, die nicht 
niher wiedergegeben werden sollen, war Parathyreoidhormon, Adrenalin 
und Atophan ohne EinfluB auf den Kolloidzustand der gebildeten Calcium 
Phosphatverbindung. 

{s wurde weiter untersucht, ob noch andere Mineralien des Blutes 
in kolloider Form durch Phosphat ausgefallt werden, und es ergab sich, 
da} Magnesium sich ahnlich wie Calcium verhalt. Tabelle V zeigt 
ein konstantes Ansteigen des kolloiden Anteils des anorganischen 
Phosphats nach Zusatz von Magnesiumchlorid zum Pferdeserum, 
obwohl diese Steigerung erheblich geringer ist als nach Calciumchlorid- 
zusatz. 

Tabelle V. 
Anorganisches Phosphat im = Pferdeserum unter Beeinflussung durch 
zugesetztes Magnesiumchlorid. 





‘ ee Serum + 0,0025 Mol Mg Serum + 0,0050 Mol Mg 
Serum ohne Zusatz pro 50 cem pro 50 cem 
. Ultra- > , : Ultra- , : . Ultra- , : 
Serum- , : Kolloider|/Serum- ¢ : Kolloider Serum- , : Kolloider 
“ filtrations- 4 wy —_:tiltrations- i vey filtrations- 3 
wert maet Anteil wert west Anteil wert madd Anteil 
1./| 4,78 481 11% 478 347 86% 430 3,70 | 25% 
2. 4,30 4,90 4% 496 428 12% | 398 358 | 19% 
3. 4,50 4,26 14%, 4,59 341 23 % 


Tabelle VI zeigt demgegenitiber den EinfluB von zugesetztem 
Kaliumphosphat auf den kolloiden Anteil des Magnesiums Das kolloide 
Magnesium steigt dabei von etwa 38 bis 40 auf 52 bis 70°, 


Tabelle V1. 


Magnesium im Pferdeserum bei Zusatz von neutralem Kaliumphosphat. 





Se ae Serum + 0,00125 Mol P Serum + 0,0025 Mol P 
a a ne pro 50 cem pro 50 cem 
. Ultra- , : . Ultra- » , . Ultra- , : 
Serum- |, : Kolloider Serum- ¢ : Kolloider Serum- , : Kolloider 
" filtrations- : te filtrations- - vq tiltrations-| : 
wert wert Anteil wert wert Anteil wert weet Anteil 


1. 230 1,33 | 388% | 200 071 70% 
2.| 2,27 1,55 | 40% | 256, 1,18 58% . ; 
3. 250 1,87 | 388% | 212 117 52% 195 O91 59% 


' Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 101, 28, 1924. 
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Im Tierversuch war ein EinfluB von intravendsen Kaliumphosphat- 
infusionen auf den physikalischen Zustand des Magnesiums im Serum 
nicht ersichtlich. Es gelang aber, die andere Seite der Reaktion, namlich 
das starkere Kolloidwerden des anorganischen Phosphats nach intra- 
venésen Infusionen von Magnesiumchlorid, zum Ausdruck zu bringen 
(Tabelle VII). 

Tabelle VII. 


Anorganisches Phosphat 1m Blute der Katze bei intravenédsen Magnesium. 
chloridinfusionen. 20 cem 3.1 °jig. Mg Cl,-Lésung. 








Vor Infusion Nach! Infusion 
Bi _ Ultra- Kolloider ae - Ultra- Kolloider 
Doran were filtrationswert Anteil Oram wer tiltrationswert Anteil 
* 3,34 3,67 6% 4.13 4,07 14% 
2. 3.64 4,07 2% 610 5,23 25 % 
3. 3,75 4.40 oY 6,25 5,54 23 % 
4. 5,10 5.40 8 % 5.52 5.04 20 % 


Der dabei beobachtete absolute Anstieg des anorganischen Phos- 
phats ist durch Narkose und Operation bedingt. Um sicher zu gehen, ob 
der Anstieg der prozentualen Menge des kolloiden  anorganischen 
Phosphats fiir die Deutung eines gebildeten Magnesium-Phosphat- 
komplexes zu verwerten ist, wurde ein Tier unter gleichen Versuchs- 
bedingungen, aber ohne gleichzeitige Magnesiuminfusion untersucht. 
Dabei stieg ebenfalls die absolute Menge des anorganischen Phosphats 
im Verlauf des Versuchs an, die prozentuale Menge des kolloiden 
Anteils wurde jedoch vermindert. Der Zuwachs besteht also nur aus 
echtgeléstem anorganischem Phosphat. Die Bildung eines kolloiden 
Magnesium-Phosphatkomplexes ist demnach auch in vivo als méglich 
anzusehen. Uber den chemischen Bau dieser Verbindung lassen sich 
keine weiteren Angaben machen, man kénnte an ein Magnesium- 
Ammoniumphosphat in kolloider Form denken. 


Nach diesen Versuchen vermindert sich der ultrafiltrierbare Teil 
von Calcium und Magnesium bei Erhéhung des Phosphatspiegels 
im Serum. Im AnschluB daran wurde die Frage aufgeworfen, ob im 
Serum Reaktionen nachzuweisen sind, bei denen ein Mineralstoff den 
echtgelésten Teil eines anderen zu erhéhen vermag. Solche Vorgange 
sind uns als permutitartige Reaktionen im Boden bekannt. 

Es finden sich dort sogenannte ,,.Kugele‘‘ aus Gemischen von Kiesel 
siure und Aluminiumhydroxyd, welche Basen, die an ihnen in lockerer 
Bindung haften, auszutauschen vermoégen'!. Dieser Basenaustausch, der 


' Haselhof-Blank, Lehrb. d. Agrikulturchemie. 
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ohne eigentliche chemische Umsetzung vor sich geht, spielt z. 1. bei der 
Kalkdiingung eine Rolle. Loésliche Kalksalze treten dabei an die Austausch- 
korper heran, wahrend das vorher gebundene Kalium dafiir in) Losung 
geht. Die Natur dieser Bindungen ist noch umstritten., es handelt sich 
wahrscheinlich um Ubergiinge von Adsorptionsvorgingen zu echt chemischer 
Bindung.  Solehe Austauschkérper werden auch kiinstlich unter dem 
Namen Permutit hergestellt und finden technisch Verwendung bei der 
Kknthartung des Wassers. 

Die Untersuchungen beschrankten sich auf die Kationen Na, 
K, Ca und Mg. Diese Mineralstoffe wurden nacheinander in Form 
der Chloride dem Serum zugesetzt und der EinfluB dieses Zusatzes 
auf die Ultrafiltrierbarkeit der einzelnen Mineralien untersucht. 
Dabei zeigte sich, daB zwei Mineralpaare unzweifelhaft die be- 
schriebene Austauschreaktion erkennen lassen, und zwar wird das 
Kalium im Serum in erhéhtem MaBe ultrafiltrierbar nach Caleium- 
zusatz, und Caleium wird besser ultrafiltrierbar nach Magnesium- 
zusatz zum Serum. 


Tabelle VIII. 


Kalium im Rinderserum unter Beeinflussung von zugesetztem Calecium- 
t ? 
chlorid. 








Serum Serum serum 
Serum ohne Zusatz 0,001 25 Mol Mg + 0.0025 Mol Mg 0,0050 Mol Mg 
pro 50 cem pro 50 cem pro 50 ecm 

E Ei: = | 3 

2 = 2 = 5 

a7 a Z t 
1. | 27,4 | 26.1 | 15% 127.0) 27,5 (11% 26.9| 285) 7% 27.0 285 8% 
2. |) 24,1 | 20,0 | 18% |/21,8 231 7% 239! 279) 0% 206 246 0% 
8. | 28,1 | 26,0 | 19% ]}28,1 29,1 9% | 28,1 | 28,7 | 10% || 28,1 | 28,9 :9% 


Wie Tabelle VIIL zeigt, wurde im Rinderserum ein kolloider 
Anteil des Kaliums von 15 bis 19°,, errechnet. Nach Calciumchlorid- 
zusatz zum Serum wird dieser kolloide Anteil auf mindestens die Halfte 
erniedrigt:; in einer Versuchsreihe konnte kein kolloides Kalium mehr 
errechnet werden. Das wirft gleichzeitig ein Licht auf die noch um- 
strittene Frage tiber die Existenz eines kelloiden Kaliums im Serum 
iiberhaupt. Augsberger! hat in seiner Arbeit iiber Ultrafiltration die 
bisher in der Literatur vorliegenden Angaben iiber Ultrafiltrierbarkeit 
und Dialysierbarkeit des Serumkaliums unter Beriicksichtigung des 


,.Nichtlésenden Raumes‘ und des mutmaBlichen Membranfehlers um- 


1 Ergebn. d. Physiol. 24, 618, 1925. 











~ 
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! und 


gerechnet. Nach den Angaben von Neuhausen und Pincus 
denen von Richter-Quittner? waren danach etwa 12°, des Kaliums 
in kolloider Form enthalten, wahrend nach Rona, Haurewitz 
und Petow® die Existenz eines kolloiden Kaliums fraglich schien. 
Durch die vorliegenden Untersuchungen, bei denen gezeigt wurde, 
daB man den _ ultrafiltrierbaren Teil des Kaliums durch Calcium- 
zusatz zum Serum tiber den Ausgangswert erhGhen kann, erhalt 
die Annahme eines kolloiden Kaliums in Serum eine neue Stiitze. 
Es sei dabei gleichzeitig bemerkt, dal die aktuelle Reaktion des 
Serums durch die Zusaétze des Calciumchlorids wie auch des 
Magnesiumehlorids nicht geandert wurde. 

Deutlicher treten die Unterschiede bei der Herauslésung des 
Calciums aus seiner kolloiden Form nach Magnesiumzusatz zum Serum 
hervor. 

Tabelle IX. 
Calcium des Pferdeserums unter Beeinflussung von zugesetztem Magnesium 


chlorid., 





J eee Serum + 0,0025 Mol Mg Serum + 0.0050 Mol Mg 
Serum ohne Zusatz pro 50 cem pro 50 cem 
. Ultra- , ; . Ultra- . Ultra- : 
Serum- | gy ng: Kolloider Serum- se. KOlloider Serum- of Kolloider 
snaied filtrations- Anteil stint filtrations Anteil can filtrations- Anteil 
wert wert wert 
1. 12,9 5,6 42% 13.0 10.0 32% 12,9 10.6 31% 
2. 11.8 6.1 b% 11,8 8.9 34% 11,1 5,8 30 % 
8. |; 12,3 8.5 35 % 12,1 19,7 23% 12.4 11.5 20% 
4.) 13.5 s4 48 % 13,8 10,0 37% 13.5 19,2 34%, 


Wie Tabelle IX zeigt, wird also das kolloide Calcium im Serum 
durch Zusatz von Magnesiumchlorid zum _ Teil in eine echt- 
geléste Form tiberfiihrt. Dabei fand sich, daB wohl eine gewisse Menge 
von zugesetztem Magnesiumchlorid nétig war, um die Reaktion tiber- 
haupt auszulésen, daB es aber nicht gelingt, durch Zusatz von immer 
gréBeren Mengen Magnesiumsalz noch wesentlich mehr Calcium in 
Lésung zu bringen. Es hat den Anschein, daB nur eine gewisse Menge 
des adialysablen Calciums austauschbar ist. 

Es wurden nun diese im Serum gefundenen Austauschreaktionen, 
deren Vorkommen unseres Wissens bisher unbekannt war, im Tier- 
versuch nachgepriift. Dabei erwies sich der Nachweis eines Anwachsens 
des ultrafiltrierbaren Kaliums durch intravenése Calciuminfusionen 
als zu unsicher, da die bei der Infusion nicht zu umgehende Hamolyse 


! Journ. of biol. Chem. 57, 99, 1923. 
2 Diese Zeitschr. 95, 179, 1919. 
3 Bbendaselbst 149. 393. 1924 
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die Kaliumwerte ansteigen lie} und dadurch das Bild triibte. Durch 
subkutane Calciuminjektion konnte andererseits der Blutkalk nicht 
genugend in die Héhe getrieben werden. 

Die Austauschreaktion Calcium gegen Magnesium dagegen driickte 
sich auch im Tierversuch deutlich aus, wie aus Tabelle X hervorgeht. 


Tabelle X. 


Calcium im Blute von Katzen unter Beeinflussung von Magnesiumcehlorid- 





infusionen. 25 cem 3,1°, MgCl. 
Vor Infusion Nach Infusion 
- , Ultra- Kolloider _ - Ultra- Kolloider 
Serumwert  fitrationswert Anteil Serumwert | fitrationswert Anteil 
1. iS 7 7,9 46% 11,6 10,1 24% 
S. 12.4 6.6 53% 12,0 8.5 38 % 


Der kolloide Anteil des Calciums wird danach durch Magnesium- 
cbloridinfusion auf etwa zwei Drittel reduziert. Diese Resultate 
stehen in gutem Einklang mit einem Befund von M. Richter- 
Quittner’, Von dem rein biologischen Problem der Trans- 
mineralisation ausgehend, machte diese Autorin nebenbei die Fest- 
stellung, daB das Calcium im Serum nach subkutaner Magnesium- 
chloridinjektion zu 85°, ultrafiltrierbar wird, ohne eine Erklérung 
dafiir geben zu kénnen. Das rein funktionelle Absinken des 
Gesamtblutkalkes nach Magnesiumgaben, das auch in den vor- 
stehenden Protokollen zum = <Ausdruck kommt, ist von  Richter- 
Quittner ebenfalls schon beschrieben. 


Die permutitartigen Reaktionen im Serum erhalten damit physio- 
logische Bedeutung. Dabei muB die Frage offen bleiben, ob diese 
Austauschreaktionen im Serum wirklich prinzipiell dasselbe darstellen 
wie die echten Permutitreaktionen. Denn die Versuche sagen nichts 
dartiber aus, ob eine Beeinflussung der EiweiBkérper in Quellbarkeit 
oder sonstigen physikalischen Eigenschaften stattgefunden hat, so 
daB der physikalische Zustand der an die EiweiBkérper adsorbierten 
anorganischen Salze mdglicherweise erst sekundir gedindert worden 
wire. Nach Héber? treten jedoch die Wirkungen der Kationen in dieser 
Beziehung neben die der Anionen, wie sie in den Hofmeisterschen 
Reihen zum Ausdruck kommen, in den Hintergrund, so daB es als 
nicht sehr wahrscheinlich erscheint, daB die beschriebenen Erscheinungen 
auf diesem Wege zustande kommen. 


' Zeitsehr. f. d. ges. exper. Med. 45, 479, 1925. 
* Physik. Chem. d. Zelle u. Gewebe, 6. Aufl. 
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Zusammenfassung. 


In Versuchen am Ultrafilter konnte die Bildung eines kolloiden 
Calcium-Phosphatkomplexes im Serum bei kiinstlicher Erhéhung 
des Calcium- oder Phosphatspiegels demonstriert werden. 

Auch das Magnesium bildet einen ahnlichen Phosphatkomplex. 
Beide Reaktionen lassen sich auch am lebenden Tiere nachweisen, 
obwohl in geringerem Grade als in den Modellversuchen. 

Durch Zusatz von Caleiumchlorid zum Serum wird Kalium und 
durch Zusatz von Magnesiumchlorid Calcium in erhéhtem MaBe ultra- 
filtrierbar. Die letztere Reaktion kam auch im Tierversuch zum Aus- 
druck. Auf die Analogie mit Permutitreaktionen wird hingewiesen. 
Die Annahme eines kolloiden Kaliums im Serum erhalt durch die Unter- 


suchungen eine neue Stiitze. 











Untersuchungen iiber die Glykolyse des Blutes. 


III. Mitteilung: 
Die Hemmung der Glykolyse. 


Von 


H. K. Barrenscheen und Karl Braun. 
(Aus dem Institut fiir angewandte medizinische Chemie der Universitat Wien. ) 


(Ausgefiihrt mit Unterstiitzung aus der Seegen-Stiftung der Akademie der 
Wissenschaften in Wien.) 


(Eingegangen am 24, November 1930.) 


I. Einleitung. 


Die Glykolyse der Erythrocyten 1aé6t sich bekanntlich auf die ver- 
schiedenste Art und Weise unterdriicken. Neben der Hdmolyse, welche 
zur Zerst6rung der Zellstruktur fiihrt, ist die Hemmungswirkung der 
Fluorionen am laingsten bekannt. AuBer Fluorid zeigen nun auch die tibrigen 
gerinnungshemmenden Salze, wie Oxalat! und Citrat, einen hemmenden 
EinfluB auf die Glykolyse, der allerdings erst bei wesentlich héheren Kon 
zentrationen zutage tritt als beim Fluorid. Als glykolysehemmend gelten 
ferner die Narkotica und ein Teil der iiblichen Antiseptica, wie Toluol. 
doch sind gerade hier die Angaben der Literatur auBerst widersprechend 
und ergeben durchaus kein klares Bild. Nach Hdusler und Margarilo* 
zeigen Ather, Athylurethan, Isobutylurethan, Thymol und Campher in 
niederen Konzentrationen Hemmung der Glykolyse, férdern sie dagegen 
in héheren Konzentrationen. Diese Hemmungswirkung der Urethane und 
des Thymols wiirde der von Loebel® gefundenen Hemmung der Glykolyse 
des Froschriickenmarks entsprechen. Von IJrving* wird die glykolyse 
hemmende Wirkung von Athyl- und Propylalkohol mitgeteilt. Auf der 
anderen Seite liegen Beobachtungen von Kawashima® vor. denen zufolge 
Alkohol, Chloroform, Ather. ferner Toluol, Chininchlorhydrat sowie Blau 
siure nur in dem AusmaBe hemmend auf die Glykolyse einwirken, als sie 
Himolyse verursachen. 

Sind so die Angaben iiber die Wirkung der einzelnen Hemmungs- 
kérper schon widersprechend, so fallt es bei Durchsicht der Literatur un- 


1 Macleod, Journ. of biol. Chem. 15, 497, 1913; Hvans, Journ. of Physiol. 
56. 146, 1922. 

2 Pfliigers Arch. 210, 561, 566. 

3 Diese Zeitschr. 169, 219, 1925. 

* Biochem. Journ. 20, 1320, 1926. 

5 Journ. of Biochem. 2, 131, 1923. 
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gemein schwer, sich ein Bild tiber den Wirkungsmechanismus dieser, die 
Glykolyse hemmenden Eingriffe und Zusiéitze zu machen. Relativ am 
einfachsten liegen scheinbar die Verhaltnisse fiir die Glykolysehemmung 
durch Hdmolyse. Da es bis heute fiir die Erythrocyten nicht gegliickt ist. 
den glykolytischen Fermentkomplex von der Struktur loszulésen, war es 
naheliegend, die Hemmung der Glykolyse durch Hiamolyse mit der Zer- 
stérung der Zellstruktur in Zusammenhang zu bringen. Mit einer solehen 
Zerstérung der Zellstruktur wird auch vielfach die glykolysehemmende 
Wirkung der Narkotica erklart. Ausgehend von der Theorie, daf die Glyko 
lvse sich an der Oberflaiche der Erythrocyten abspielt, also einen Fall von 
Oberfldchenkatalyse darstellt, finden wir jedoch auch das Bestreben, die 
Wirkung der Narkotica in diesem Sinne zu erkléiren. Infolge der Lipoid- 
léslichkeit der Narkotica soll es zu einer Besetzung der aktiven Oberflachen, 
d. h. zu einer Verdrangung des Substrats durch das Narkoticum kommen. 
In diesem Sinne deutet J/rving seine Versuche iiber die Wirkung der 
homologen Alkohole, doch liegen die glykolysehemmenden Konzentrationen 
gerade der Alkohole, wie wir uns durch eigene Untersuchungen iiberzeugen 
konnten, zu nahe den hiamolytischen Grenzkonzentrationen, so daB die 
Ergebnisse dieser Versuche nicht als beweiskraftig fiir diese Theorie an 
gesehen werden kénnen. Zur Erklarung der Fluoridwirkung finden sich in 
der Literatur einige bemerkenswerte Angaben, die allerdings von Beob- 
achtungen am Muskel und an der Hefe ausgehen. Es sind dies die Unter- 
suchungen von Lipmann', denen zufolge die Fluoridwirkung in der Weise 
zustande kommen soll, daB es intermediir zur Bildung eines Komplexes 
Ferment-Fluorid kommt. Auf diese Weise soll die fiir die Glykolyse die 
Voraussetzung bildende Spaltung der Hexosemonophosphorsaéure unter- 
bleiben und es im Gegenteil zur Anhéiufung von Hexosediphosphorsaiure 
kommen. Die Hemmung der Glykolyse durch Fluorid stellt nach Lipmann 
nur einen Spezialfall der Esterasehemmung durch Fluorid vor 

Wie aus den vorstehenden Angaben, welche durchaus nicht Anspruch 
auf Vollstandigkeit erheben, hervorgeht, sind wir von einer einheit- 
lichen Auffassung der Glykolysehemmung noch weit entfernt, und 
man kénnte mit Recht die Frage aufwerfen, ob eine solche bei der 
Mannigfaltigkeit der die Glykolyse hemmenden Agenzien auch méglich 
ist. Und doch liegen Beobachtungen vor, welche vielleicht eine solche 
einheitliche Aufassung erméglichen kénnen. Beim Stehen intakter 
Erythrocyten im Brutschrank geht bekanntlich die Fahigkeit zur 
Glykolyse verloren. Dabei ist gleichzeitig eine betrichtliche Ver- 
mehrung des anorganischen Phosphats feststellbar. 

Auch die Hamolyse? fiihrt zu einer solchen Vermehrung anorganischen 
Phosphats. Fiir das Fluorid wissen wir aus den Untersuchungen von Rona 
und Iwasaki, daB es gleichfalls eine Abspaltung anorganischen Phosphats 
aus organischer Bindung bewirkt. Es ware nun naheliegend, diese Ab 
spaltuny anorganischen Phosphats im Zusammenhang mit der Aufhebung der 


' Diese Zeitschr. 196, 3, 1928: 206. 171, 1929. 

2 Martland u. Robison, Biochem. Journ. 18, 765, 1924; ferner Martland, 
Hansmann u. Robison, ebendaselbst 18, 1152. 1924. 

* Diese Zeitsehr. 174, 493, 1926. 
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Glykolyse zu bringen und so vielleicht zu einer einheitlichen Auffassung 
der Glykolysehemmung zu kommen. Uberlegungen dieser Art finden sich 
ganz vereinzelt in der Literatur. So kommt /rving voriibergehend zu der 
Erwagung, daB méglicherweise die Intaktheit der organischen Phosphor- 
verbindungen fiir die Glykolyse wesentlich sein kénnte. Er lehnt jedoch 
eine derartige Auffassung ab, indem er die Meinung ausspricht, daB die 
Integritat der Zellstruktur Voraussetzung sowohl fiir die Intaktheit der 
organischen Phosphorverbindungen als auch fiir die Glykolyse sei und daher 
die Unversehrtheit der Zelle das Wesentliche darstelle. Zu einer ebenfalls 
ablehnenden Haltung gegeniiber der Vorstellung iiber die Bedeutung der 
organischen Phosphorséiureverbindung kommen Engelhardt und Braun- 
stein’, welche es als enzymchemisch schwer vorstellbar hinstellen, daB die 
llemmung der Glykolyse den Zerfall der Phosphorverbindungen herbei 
fiihren kénnte. 

Unsere eigenen Untersuchungen, speziell iiber die Bedeutung der 
..Pyrophosphatfraktion™ fiir den Vorgang der Glykolyse haben uns 
dazu gefiihrt, zunaichst einmal diesem leicht hydrolysierbaren Anteil 
der organisch gebundenen Phosphorséiure bei der Hemmung der Glyko- 
lyse unter verschiedensten Bedingungen unsere Aufmerksamkeit zu 
schenken. Die hier erhaltenen Resultate fiihrten uns zu der Vorstellung, 
dap in einem Teile dieser ,,Pyrophosphatfraktion® vielleicht das Coferment 
der Glykolyse zu suchen sei, und wir glauben, in unseren Versuchen 
zumindest mit groBer Wahrscheinlichkeit den Beweis fiir eine derartige 
Auffassung bringen zu k6énnen. 


fil. Hemmung der Glykolyse und Pyrophosphatfraktion ?. 


Wir haben in dieser Versuchsreihe die Hemmung der Glykolyse 
durch folgende Eingriffe bewirkt: 1. Ha@molyse, 2. Fluorid und Oxalat, 
3. Narkotica; von diesen kamen Ather und Chloroform zur Unter- 
suchung. Entsprechend den Befunden von Jrving haben wir auch 
Versuche mit Propylalkohol unternommen, die jedoch, da sie zu Hamo- 
lyse -fiihrten, fiir diese Reihe nicht eindeutig verwertbar erscheinen. 
\ls vierte Gruppe haben wir die Monohalogenessigsduren, also Monochlor-, 
Monobrom- und Monojodessigsiure gepriift. Veranlassung dazu waren 
die aufsehenerregenden Befunde von Lundsgaard® am mit Jodessig- 
sdure vergifteten Muskel. Vorwegnehmend kénnen wir hier mitteilen, 
daB auch die Halogenessigsiuren —- am schwichsten Chloressigsaure, 
wesentlich stairker Brom- und Jodessigsiure -- die Glykolyse der 
Erythrocyten, wie zu erwarten, hemmen bzw. vollkommen aufheben. 


' Diese Zeitschr. 2ZOL, 48, 1928. 

2 Um MiBverstandnissen vorzubeugen, méchten wir betonen, daB wir 
den Ausdruck ,,Pyrophosphat*' hier nur der Kiirze halber statt des schwer- 
failligen ,leicht hydrolysierbarer Anteil des organischen sdureléslichen Phos- 
phats** gebrauchen, wenn auch vielfach unsere Ergebnisse fiir die Existenz 
einer Pyrophosphatverbindung in diesem Anteil sprechen. 

* Diese Zeitschr. 217, 162, 1930. 
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Zu den Versuchen wurde mit Ausnahme der Versuche mit Ather 
menschliches durch Venaepunktion gewonnenes und durch Schiitteln mit 
Glasperlen defibriniertes Blut verwendet. Antiseptica wurden mit Riick 
sicht auf die Ktirze der Versuche (maximal 6 Stunden) nicht zugesetzt. 
Die Zuckerbestimmung erfolgte nach der Methode von Hagedorn-Jensen, 
Phosphorbestimmungen wurden nach Fiske-Subbarow ausgefiihrt. Bei 
der Bestimmung der Pyrophosphatfraktion hielten wir uns an die von 
Lohmann gegebenen Richtlinien. Mit Riicksicht auf unsere mit Vdsdrhelyi 
gewonnenen Ergebnisse wurde die Hydrolysezeit auf 7 Minuten beschrankt. 


a) Hdmolyse. 

Betrachten wir zunachst die Ergebnisse unserer Versuche mit 
Hamolyse. Die Haimolyse wurde hier durch Zusatz des gleichen Vo- 
lumens destillierten Wassers zum Blut bewerkstelligt. Der Einheitlich- 
keit halber und um einen Vergleich mit den Zahlen der anderen Versuche 
zu erméglichen, sind saimtliche Werte auf Milligrammprozente des 
unverdinnten Blutes gerechnet. 


Tabelle 1. Hamolvse-Versuche 





Anorgan. P 


mg-°/» .Pyro- Gesamt- 
Zeit Glucose ——— phos- siiure- 
Datum nach 7’ phat*-P lislich. P Anmerkung 
direkt Hydro- 
Min. mg-° 9 lyse mg-%9 mg-°/9 
28. IT. 1929 0 113 3.81 8.08 427 Hamolyse durch Ver- 
30 5.74 ue setzen des Blutes mit 
: yy dem gleichen Volum 
60 — 6.94 — destillierten Wassers 
180 109 9,34 11,92 2,58 
3. IIT. 1930 0 77 4,58 982 5,24 23,0 dasselbe 
30 - 988 - - 
60 - 6,99 | 10,12 || 3,22 
120 8.42 10,52 2,10 23,5 
180 77 988 1212 2,24 
7. 1V. 1930 0 150 4.00 938 5.38 dasselbe 


60 148 7,02 11,76 4,74 
129 159 7.34 11,62) 4,28 
150 149 910 11,86 2,76 


Ubereinstimmend zeigen nun unsere Versuche, dab die Glykolyse 
bei dieser Versuchsanordnung vollkommen gehemmt ist. -arallel 
mit dieser Hemmung der Glykolyse geht ein enormer Anstieg des an- 
organischen Phosphats einher, welcher bei einer Versuchsdauer von 
3 Stunden weit tiber 100°,, des Ausgangswertes betragen kann. Ganz 
charakteristisch verlauft die Kurve der Pyrophosphatfraktion. Wir 
sehen in allen unseren Fallen, daB die Menge dieser Fraktion konti- 
nuierlich abnimmt und am Schlusse des Versuchs rund 50°,, des ur- 
spriinglichen Wertes betragt. Dabei ergibt sich die merkwiirdige Tat- 
sache, daB der Phosphorwert nach 7 Minuten Hydrolyse, d. i. die 


10 * 
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Summe des anorganischen und leicht hydrolysierbaren organischen 
Phosphats, am Schlusse der Versuche wesentlich gréBer ist als zu 
Beginn. Inwieweit hier anorganisches Phosphat aus ,,Pyrophosphat‘‘ 
gebildet wurde oder aus anderen Verbindungen stammt, dariiber lassen 
unsere Zahlen keine Entscheidung zu; wir méchten mit Riicksicht 
darauf, daB das gesamtsaurelésliche Phosphat in unseren Versuchen 
praktisch keine Anderung erkennen laBt, annehmen, daB wir hier den 
Ausdruck fiir die Umkehrbarkeit der Synthese von anorganischem 
Phosphat tiber leicht hydrolysierbare Ester zu schwer hydrolysierbaren 
Estern erblicken kénnen!. Jedenfalls kénnen wir auf Grund unserer 
Versuchsergebnisse sagen, daB bei der durch Hiamolyse bewirkten 
Hemmung der Glykolyse anorganisches Phosphat auf Kosten der 
Pyrophosphatfraktion gebildet wird. 


b) Fluorid und Ovalat. 
Ganz analog liegen die Verhaltnisse bei der Glykolysehemmung 
durch Fluorid bzw. Oxalat. 


Tabelle II. Versuche mit Fluorid und Oxalat. 





Anorgan. P 


mg-°/> ~Pyro- Gesamt- 
Zeit (Glucose — - phos- siure- 
Datum nach 7’ phat*-P. lislich. P Anmerkungen 
direkt | Hydro- 
Min. | mg-°/9 lyse mg-°/, = mg-°/, 


3. IL. 1930 0 101 424 1067 6.43 81.0 m/50 Fluoridkonzen- 


NaF 30 | — || 4,80 | 9,32) 4,52) 31,5 ‘ration 
60 5,33 8,06) 2.73) — 
120 — | 640 889) 249) 31,5 


180 93 7,50 | 8,89) 1,59 31,2 


19. III. 1930 0 81 | 3,05 862 5.45 
Nak 30 78 | 397) 6,76) 2,79 

60 83 | 5,03 7,69 2,66 
120 80 | 616 7,69 1,5: 


dasselbe 


8. TV. 1930 | 0 112 | 3.34 | 11.23) 7.89 m,30 Fluoridkonzen- 
Nak tration 
60 109 4.37 8.06 3.69 Hexosemonophosphat 
120 110 | 565 857 2,92 Aen fn mona 
180 = 109 |) 7,383) 9,60) 2,27 0 0,163, 120" 0,168 
60’ 0,163, 180’ 0,137 
7. IV. 1930 0 97 || 3,23 9.50 6.24 m/30 Fluoridkonzen- 
NaF 60 97 5,09 7,93, 2,84 —— 
120 95 6,88 7,74 | 1,46 
180 96 | 7,16 7.74 0,58 
28. II. 1929 | 0 111 | 3,81 8,00 4,19 — (als Kalium- 
Oxalat | 30 110 | 417 — | — — 
180 99 | 580 882 38,02 


' Siehe dazu die im Druck befindliche Mitteilung mit Vasdrhely7. 
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Betrachten wir zunachst einmal die Fluoridversuche, so finden 
wir hier, entsprechend den Ergebnissen von Rona und Iwasaki, ein 
betrachtliches Ansteigen des anorganischen Phosphats. Die Zunahmen 
betragen in den einzelnen Versuchen1und 100°. Fiir die Pyrophosphat- 
fraktion ergibt sich durchgehend eine betrdchtliche Abnahme, welche 
die bei der Hamolyse in gleichen Zeiten festgestellte wesentlich tiber- 
trifft. Wahrend sich in den Versuchen mit Hamolyse bilanzmaBig die 
Menge des gebildeten anorganischen Phosphats aus der Abnahme der 
Pyrophosphatfraktion allein nicht decken JaBt, ist fiir die Versuche 
mit Fluorid — nicht aber mit Oxalat — die Zunahme des anorganischen 
Phosphats restlos durch die Aufspaltung von Pyrophosphat zu er- 
kliren. Ganz analog liegen die Verhaltnisse bei den Versuchen mit 
Oxalat. Auch hier finden wir, wenn auch nicht im selben AusmaB, 
ein bedeutendes Ansteigen des anorganischen Phosphats und eine 
Abnahme der Pyrophosphatfraktion. Allerdings ist in dem mitgeteilten 
Versuch die Hemmung der Glykolyse keine vollstandige. Nach diesen 
Ergebnissen miissen alle Versuche tiber Glykolyse, in denen Oxalatblut 
zur Verwendung kam, als nicht einwandfrei betrachtet werden. 


Sehr eigenartig sind die Resultate in den Fluoridversuchen, wenn 
wir die Menge des nach 7 Minuten Hydrolyse bestimmbaren Phosphors 
betrachten. Wir finden in unseren Versuchen durchgehend innerhalb 
der ersten 30 bis 60 Minuten eine nicht unbetrachtliche Abnahme, die 
weit groBer ist, als daB sie sich durch eventuelle Versuchsfehler erklaren 
lieBe. Neben einer Zunahme des anorganischen Phosphats und einer 
Abnahme des leicht hydrolysierbaren Pyrophosphats ergibt sich hier 
also ein Defizit gegeniiber den Ausgangswerten, das wohl nur in dem 
Sinne zu deuten ist, daB neben der Spaltung von Pyrophosphat gleich- 
zeitig eine Synthese zu schwerer hydrolysierbaren Estern erfolgt. Fir 
eine solche Auffassung spricht jedenfalls der Umstand, daB die Menge 
des gesamtsdureldslichen Phosphors wahrend des Versuchs vollkommen 
gleich bleibt. Diese Beobachtung bildet sonach eine Erginzung unserer 
seinerzeitigen Feststellung, nach der Fluorid nicht nur die Spaltung 
zugesetzten Pyrophosphats hemmt, sondern bereits abgespaltenen 
Pyrophosphatphosphor wieder verschwinden ]aBt. Es wiirde demnach 
Fluorid auch bei der Glykolyse des Blutes analog wie beim Muskel die 
Synthese begiinstigen. 


Wir sind dieser Tatsache, daB die Menge des innerhalb von 
7 Minuten hydrolysierbaren Phosphats wahrend der ersten 30 bis 
60 Minuten eine betrachtliche Abnahme erfihrt, weiter nachgegangen 
und haben versucht, die Frage durch Bestimmung der Hexosephosphor- 
siureester bis zu einem gewissen Grade entscheiden zu kénnen. Fir 
die Bestimmung des Hexosemonophosphats und -diphosphats nach der 
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Methode von Euler und Myrbdck! sind nun nach unseren Erfahrungen 
Versuche mit Fluorid wenig geeignet, da das bei der Fallung des an- 
organischen Phosphats mit Magnesiamixtur ausfallende Magnesium- 
fluorid augenscheinlich auch Hexosediphosphat mit niederschligt. 
Wir haben uns daher auf die Bestimmung der Hexosemonophosphor- 
siure nach Embden und Jost? beschrankt. Wie der Versuch vom 
8. April 1930 aus Tabelle IL zeigt, ergibt sich fiir die Hexosemono- 
phosphorsaure keinerlei Zunahme, sondern am SchluB des Versuchs 
eine deutliche, wenn auch geringe Abnahme. 

Wir kommen also auch fiir die Glykolysehemmung durch Fluorid 
und Oxalat zu der fiir unsere Fragestellung wesentlichen Feststellung, 
daB die Quelle des neu auftretenden anorganischen Phosphats vorwiegend 
in der Fraktion des leicht hydrolysierbaren organischen Phosphors zu 
suchen ist. 

c) Narkotica. 

Zu gleichen Ergebnissen fiihrt nun auch die Untersuchung der 
Glykolysehemmung durch Narkotica. 

Um bei der Verwendung von Ather eine Hamolyse auszuschlieBen, 
sind wir derart vorgegangen, daB8 wir Kaninchen in tiefer Athernarkose 
durch die Carotis entbluteten und dieses gewissermaBen auf physiologischem 
Wege mit Ather gesittigte Blut zu den Versuchen verwendeten. Fiir die 
Versuche mit Chloroform wurde menschliches Blut mit dem gleichen Volumen 
einer durch Schiitteln mit Chloroform gesattigten und von iiberschiissigem 
Chloroform abgetrennten physiologischen Kochsalzlésung versetzt. Die 
Versuche mit Propylalkohol wurden gleichfalls mit menschlichem Blut 
angestellt, dem, entsprechend den Angaben von /rving, das gleiche Volumen 
einer mit 13.7 Volumprozent versetzten isosmotischen Kochsalzlésung 
zugefiigt wurde, so daB die Propylalkoholkonzentration im Ansatz 6,85 °, 
betrug. Es zeigte sich jedoch, da8 diese Konzentration schon nach der 
ersten halben Stunde Hamolyse herbeifiihrte, so daB wir diese Versuche 
fiir unsere SchluBfolgerung nicht verwerten kénnen. In den Versuchen 
mit ‘Ather bzw. Chloroform war auch nach SchluB der Versuche — nach 
3 bzw. 6 Stunden — keinerlei Himolyse eingetreten. 

Neben der in allen Versuchen nachweisbaren Hemmung der Glyko- 
lyse — die geringfiigigen Abnahmen von 3 mg innerhalb von 3 bis 
6 Stunden sind nicht zu werten und fallen in die Fehlerbreite der 
Methodik —-1l4Bt sich nun durchgehend in dieser Reihe eine betrachtliche 
Zunahme des anorganischen Phosphors nachweisen, die in den Versuchen 
mit Ather am gréBten ist, in dem 3 Stunden danernden Versuch mit 
Chloroform immer noch tiber 100°,, des Ausgangswertes betragt. Die 
leicht hydrolysierbare Pyrophosphatfraktion nimmt in den Versuchen 
mit Ather enorm ab, in dem Versuch mit Chloroform zeigt sich eine 
wesentlich geringere Abnahme, die jedoch immer noch tiber 20°, des 


' Liebigs Ann. 464, 56, 1928. 
2 Zeitschr. f. physiol. Chem. 179, 24, 1928. 
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Ausgangswertes betragt. In dem Versuch mit Propylalkohol finden 


wir wohl innerhalb der ersten halben Stunde in einer Zeit also, in 
der Hamolyse noch nicht nachweisbar war eine der Abnahme des 


Pyrophosphats entsprechende Zunahme des anorganischen Phosphats. 
Doch wollen wir, wie bereits erwahnt, aus diesem Ergebnis keine weiteren 
SchluBfolgerungen ziehen. Fiir alle Faille kénnen wir sagen, daB die 
Narkotica Ather und Chloroform auch dann zu einer Hemmung der 
Glykolyse fiihren, wenn sie keine Himolyse bedingen, und _ gleich- 
zeitig wie die tibrigen bisher untersuchten Stoffe zu einer Abspaltung 
anorganischen Phosphats aus der Pyrophosphatfraktion fiihren. 


d) Monohalogen-Essigsduren. 

Von besonderem theoretischen Interesse schien uns die Unter- 
suchung der Monohalogenessigsdiuren. Nach den Befunden von Lunds- 
gaard am mit Jodessigsiure vergifteten Muskel und an der Hefe war 
es von vornherein anzunehmen, daB wir es bei den Monohalogen- 
essigsiuren mit einer Gruppe von spezifisch die Glykolyse hemmenden 
Substanzen zu tun haben. Diese Voraussetzung hat sich auch erfiillt. 
Wir kénnen nach unseren, in einem spaiteren Abschnitt zu erérternden 
Versuchen sagen, dafs Jodessigsiure bereits in Konzentrationen von 
m/4000 die Glykolyse hemmt. 


Die in den Versuchen verwendete Jodessigsiure wurde durch Um 
setzung von Chloressigsiure mit Kaliumjodid nach den Angaben von 
Viktor Meyer! selbst dargestellt und war nach dem Umbkristallisieren aus 
Petrolather vollkommen farblos. Aus diesem auch bei monatelangem 
Aufbewahren farblosen Praparat wurde jeweils eine m/1l0 Stammldésung 
hergestellt, die vor dem Auffiillen mittels Sodalésung exakt gegen Lackmus 
neutralisiert und durch Zusatz der erforderlichen Menge Kochsalz blutiso 
tonisch eingestellt wurde. Die derartig hergestellten Lé6sungen erwiesen 
sich bei der Aufbewahrung im Eisschrank durch mindestens eine Woche 
hindurch haltbar. Lésungen, die bei Zimmertemperatur aufbewahrt wurden, 
zeigten bereits nach wenigen Tagen Zersetzung (Gelbfarbung durch Ab 
scheidung von freiem Jod). Fiir die Versuche wurden stets einwandfreie 
Lésungen verwendet. Von Bromessigséiure bzw. Chloressigsaiure standen 
die Kahlbaumschen Praparate zur Verfiigung. Auch hier wurden die m, 10 
Lésungen in gleicher Weise wie die Jodessigsiurel6sungen mit Soda neutra 
lisiert und durch Kochsalzzusatz isosmotisch gemacht. Die Endkonzentra 
tion der Chlor- und Bromessigséure betrug in den Versuchen m/50, die der 
Jodessigsaure m/250. pu der Loésungen, nach Michaelis bestimmt, 
schwankte zwischen 7,2 bis 7,4. 

Uberblicken wir nun die Resultate unserer diesbeziiglichen Versuche, 
so ergibt sich, daB Chloressigsiure in der angewendeten Konzentration 
die Glykolyse wohl hemmt, jedoch nicht vollstandig unterdrickt. 
Bromessigsiure in der gleichen Konzentration sowie Jodessigsdiure 
fiihren zu einer vollstandigen Aufhebung der Glykolyse. 


! Siehe Abderhalden u. Guggenheim, Ber. 41, 2853, 1908. 
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Vollkommen gleichsinnig verliuft nun in allen Versuchen das 
Verhalten des anorganischen Phosphats. Wir sehen durchgehend be 
trachtliche Zunahmen, die in den einzelnen Versuchen tiber 100°, des 
Ausgangswertes betragen kénnen. In den Versuchen mit Chlor- und 
Bromessigséure sehen wir ein vollkommen gleichartiges Verhalten 
der Pyrophosphatfraktion, welche in allen Versuchen gleichmapig abjallt. 
Anders liegen dagegen die Verhaltnisse in den Versuchen mit Jod- 
essigséure, bei denen allerdings auch die Intervalle der Entnahmen 
kiirzer gewahlt sind (halbstiindige Entnahmen gegen stiindliche). 
Hier ergibt sich die merkwiirdige Tatsache, dal die Menge der leicht 
hydrolysierbaren Phosphatfraktion nach anfdnglich starker Abnahme 
wieder ansteigt, um dann neuerlich abzufallen, und zwar handelt es sich 
um Ausschlaige, die weit auBerhalb der Fehlergrenze der Bestimmungs- 
methode liegen. Die Kurve des Pyrophosphats erhalt so gegeniiber 
der linearen bzw. logarithmischen Kurve in den anderen untersuchten 
Fallen einen wellenférmigen Verlauf. Diese auffallende Tatsache wird 
noch eindrucksvoller, wenn wir daneben die Gesamtmenge des nach 
7 Minuten Hydrolyse bestimmbaren Phosphors (d. i. anorganischer und 
Pyrophosphat-P) beriicksichtigen. Wir sehen hier durchwegs fiir alle 
drei untersuchten Sauren, analog wie in den Versuchen mit Fluorid, 
in den ersten 30 bis 60 Minuten einen ausgesprochenen Abfall dieser 
Phosphormenge, auf den weiterhin ein oft betrachtlicher Anstieg folgt. 
Auch hier ergibt sich das in den Fluoridversuchen besprochene Defizit 
gegentiber dem Anfangswert, das die Fehlergrenzen der Methodik weit 
iiberschreitet. Wir haben uns auch hier die Frage vorgelegt, ob wir 
in dieser anfainglichen Abnahme nicht einen Ausdruck der Synthese 
erblicken sollen, insofern als leicht hydrolysierbarer Ester in schwer 
hydrolysierbaren tibergefiihrt wird. Das Gleichbleiben des gesamt- 
siureléslichen Phosphats auch in diesen Versuchen macht eine solche 
Annahme von vornherein wahrscheinlich. Zur Entscheidung dieser 
Frage haben wir in einer Reihe von Versuchen nach der Methode von 
Euler und Myrback im Trichloressigsdurefiltrat unserer Ansitze an- 
organisches Phosphat sowie die Fraktion der Hexosemono- und -di- 
phosphorsdure bestimmt. 

Bei den Bestimmungen haben wir uns im wesentlichen an die fiir die 
Hefe ausgearbeiteten Vorschriften von Euler und M yrbdck gehalten. Nach 
Ausfallung des anorganischen Phosphats mittels Magnesiamixtur und Ab 
sitzen des Niederschlags im Eisschrank iiber Nacht wurde zentrifugiert und 
in einem aliquoten Teile des klaren Zentrifugats nach Neutralisation und 
Versetzen mit Baryumacetat die Fraktion der Hexosediphosphorsiure 
durch Erhitzen der Lésung im Wasserbad ausgefallt, hei8 durch kleine, 
mit kochendem Wasser ausgewaschene Filter filtriert und der Niederschlag 
mehrmals mit heiSem Wasser nachgewaschen. Filtrat und Waschwasser 
wurden mit gesittigter Barytlauge eben gegen Phenolphthalein alkalisch 
gemacht und aus dieser Lésung die Fraktion der Hexosemonophosphor 








156 H. K. Barrenscheen u. K. Braun: 


saiure durch Versetzen mit dem gleichen Volumen absoluten Alkohols gefallt. 
Nach Absitzenlassen itiber Nacht am Eis wurde der Niederschlag abzentri- 
fugiert und mit 50%igem Alkohol nachgewaschen. Die so erhaltenen 
Niederschlige der Di- bzw. Monophosphatfraktion wurden in wenig ver- 
diinnter Salzsiure gelést und ein aliquoter Teil der Lésung nach Neumann 
verascht, wobei zur Abkiirzung der Veraschung Perhydrol zugefiigt wurde. 
Nach beendeter Veraschung wurde mit wenig Wasser verdiinnt, zur Hydro- 
lyse eventuell gebildeter Pyrophosphorsaure 40 bis 45 Minuten am siedenden 
Wasserbad erhitzt, sodann in Zentrifugenglischen iibergespiilt, mehrmals 
mit 1 bis 2 cem Wasser nachgewaschen und vom abgeschiedenen Baryum- 
sulfat zentrifugiert. Der Baryumniederschlag wurde zweimal mit 1 bis 
2 ccm Wasser auf der Zentrifuge nachgewaschen, Zentrifugat und Wasch- 
wisser wurden quantitativ in Zentrifugenglaser iibergefiihrt und darin 
die Phosphorséiure mit Magnesiamixtur gefallt. Nach 24 Stunden Ab- 
sitzen im Eisschrank wurde analog der Bestimmung des anorganischen 
Phosphats zentrifugiert und nach Lésen der Niederschlage in 2/n Salzséiure 
die Phosphorséure kolorimetrisch nach Fiske-Subbarew bestimmt. Wir 
haben diesen etwas langwierigen Weg der Fallung als Magnesium- 
Ammoniumphosphat auch bei diesen Anteilen eingeschlagen, weil wir uns 
iiberzeugen konnten, da8 bei der direkten Verarbeitung der Veraschungs- 
lésungen infolge der verschiedenen Aziditét ungleichmaBige Resultate 
erhalten werden, wahrend der von uns eingeschlagene, allerdings um- 
standlichere Gang fiir simtliche Fraktionen gleiche Bedingungen schafft. 

Wie nun aus nachstehenden Versuchen hervorgeht, ergibt sich 
einwandfrei, daB unter der Einwirkung der Jodessigsiure die Fraktion 
der Hexosediphosphorsdure zunimmt, wahrend die Fraktion der Hezose- 
monophosphorsdure einen kontinuierlichen Abfall zeigt. Die Zunahme 
im Diphosphatphosphor ist von einer GréBenordnung, welche ohne 
weiteres den Abfall, den der nach 7 Minuten Hydrolyse bestimmbare 
Phosphor in unseren Versuchen ergibt, zu decken imstande ist. Wir 
méchten jedoch ausdriicklich betonen, daB wir unsere Zahlen nur als 
»Fraktion der Hexosediphosphorsiure“ betrachtet wissen wollen und 
weit entfernt davon sind anzunehmen, daB es sich bei unseren Werten 
ausschlieBlich um Hexosedi- bzw. -monophosphorsaure handelt. Da 
die Fraktion des saureléslichen organisch gebundenen Phosphats mit 
Ausnahme der Glycerinsdéurediphosphorsaéure, welche nach Greenwald} 
im menschlichen Blute etwa 20°,, ausmacht, vollkommen unaufgeklart 
ist, kommt unseren Bestimmungen nur ein relativer Wert zu. Immerhin 
méchten wir aber unsere Ergebnisse dahin auswerten, daB wir in ihnen 
eine Bestatigung der Annahme erblicken, daB bei diesen Versuchen 
ebenso wie bei den Versuchen mit Fluorid leicht sdurehydrolysierbares , 
organisches Phosphat in schwer hydrolysierbare Ester iibergefihrt wird, 
die dann allerdings im weiteren Verlauf wieder eine Aufspaltung er- 
fahren kénnen. Fiir die Abnahme des Menophosphats, welche nach 
diesen, nach Euler und Myrbdck ausgefiihrten Versuchen einwandfrei 


t Journ. of biol. Chem. 63, 339, 1925. 
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hervorgeht, haben wir tibrigens den Beweis auch durch die Embden- 
Jostsche Methode erbringen kénnen. 

Wenn so mittels zwei vollkommen verschiedenen Methoden, von 
denen die eine auf der Bestimmung der Phosphorsaéure, die andere auf 
der Bestimmung der Reduktion beruht, gleichsinnige Resultate erhalten 
werden, so spricht auch dieser Umstand zumindest fiir die relative 
Giltigkeit unserer Zahlen und der ihnen gegebenen Auslegung. 

Fassen wir die in diesem Abschnitt erhobenen Befunde zusammen, 
so kénnen wir sagen, daB sdmtliche von uns gepriijten, die Glykolyse 
hemmenden Eingriffe und Zusdtze gleichsinnig zu einer Abspaltung an- 
organischen Phosphats aus der leicht hydrolysierbaren ,,Pyrophosphat- 
fraktion*: fiihren. Wenn wir uns den Mechanismus einer solchen Ab- 
spaltung klar machen wollen, so draingt sich unwillkiirlich die von 
Lesser fiir Diastase und Glykogen entwickelte Vorstellung iiber die 
raumliche Trennung von Substrat und Ferment in der Zelle auf. Ebenso 
wie die Zerst6rung der Zellstruktar in den Versuchen Lessers Ferment 
und Substrat zusammenfihrt, laBt sich auch fiir die Hamolyse ein 
gleicher Mechanismus vorstellen. Aber auch fiir die iibrigen Eingriffe, 
welche zu keiner erkennbaren Zerstérung der Zellstruktur fiihren 
(Fluorid, Oxalat, Narkotica, Halogenessigsaéuren), lassen sich Analogien 
zu den Versuchen von Lesser finden. Nach Lesser fiihrt Anaerobiose 
zu einer vermehrten Zuckerbildung in der Leberzelle, weil durch die 
Anoxybiose das Gleichgewicht, welches die Trennung von Substrat und 
Ferment bewirkt, gestért wird. Fiir eine solche Auffassung, speziell 
tiber die Wirkung der Narkotica auf die Leberzelle sprechen auch die 
Erfahrungen bei der Durchblutung der isolierten Hundeleber?, denen- 
zufolge die Leber mit Ather narkotisierter Tiere bei der Durchblutung 
kein Glykogen bildet, sondern mit einer Ausschwemmung von Zucker 
reagiert. Nun fiihren sowohl Fluorid als auch die Narkotica zu einer 
Atmungshemmung. Fiir die Halogenessigsiuren haben wir eine solche 
Atmungshemmung der Erythrocyten experimentell wohl nicht nach- 
gewiesen, dagegen regelmaBig beobachten kénnen, daB gegeniiber den 
Kontrollen in diesen Versuchen keinerlei Sauerstoffzehrung der Erythro- 
cyten nachweisbar war. Das Blut zeigte in diesen Ansitzen am SchluB 
der Versuche die gleiche hellrote, arterielle Farbung wie zu Beginn. 
Man kénnte sich nun vorstellen, daB auch bei den Erythrocyten Auf- 
hebung der Atmung zu einer Stérung des Gleichgewichts in der Zelle 
fihrt und auf diese Weise der Angriff der Phosphatase auf die Pyro- 
phosphatfraktion erméglicht wird. In diesem Zusammenhang gewinnen 

auch die Befunde von Kawashima’ erneutes Interesse. Nach Kawashima 


! Ergebn. d. inn. Med. u. Kinderheilkde. 16, 279, 1917. 
2 Diese Zeitschr. 58, 282, 1913. 
® Journ. of biochem. 4, 411, 1924 25. 
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zeigt die Glykolyse der Erytbrocyten insofern eine Abhangigkeit von 
der Atmung, als beide GréBen parallel gehen — je gréBer der Sauerstoff- 
verbrauch, um so intensiver die Glykolyse — Wenn auch der glyko- 
lytische ProzeB als solcher von der Atmung unabhiangig ist, so ergibe 
sich nach unserer Auffassung doch ein indirekter Zusammenhang 
insofern, als die Intaktheit der Atmung Voraussetzung auch fiir die 
Intaktheit der Pyrophosphatfraktion ist. 


II. Pyrophosphatfraktion und Coferment. 


Ist nun diese in allen Fallen von Glykolysehemmung beobachtete 
Spaltung des leicht hydrolysierbaren organischen Phosphats eine zu 
fillige Begleiterscheinung oder ist sie fir den Vorgang der Glykolyse- 
hemmung wesentlich? Wie eingangs erwahnt, ist die Frage nach dem 
Zusammenhang des organisch gebundenen Phosphats und der Glykolyse 
in der Literatur gelegentlich gestreift worden. Der Ablehnung dieser 
Vorstellung durch Engelhardt mit dem Hinweis, daB es enzymchemisch 
schwer denkbar ware, wieso die Hemmung der Glykolyse den Zerfall 
von organischen Phosphorverbindungen herbeifiihren sollte, konnte 
man mit einer Gegenfrage entgegentreten: Ware es denn nicht méglich, 
daB dieser Zerfall von organischen Phosphorverbindungen Voraussetzung 
fiir die Hemmung der Glykolyse ist? Wir haben uns diese Frage auch 
vorgelegt und hielten eine derartige Diskussion um so mehr fiir be- 
rechtigt, als das zweite Argument, das gegen die Bedeutung der organi- 
schen Phosphorverbindungen fiir die Glykolyse vorgebracht wurde, 
durchaus nicht stichhaltig ist. Wir meinen die Argumentation Jrvings, 
daB die Unversehrtheit der Zellstruktur Bedingung fiir die Glykolyse 
sowohl als auch fiir die Intaktheit der organischenPhosphorverbindungen 
bildet. Samtliche Theorien, welche die Zerstérung der Zellstruktur 
als Grundbedingung fiir die Hemmung der Glykolyse ansehen, sind 
an den Befunden von Rona und Arnheim! voriibergegangen, denen es 
gelungen ist, die durch Hamolyse aufgehobene Glykolyse des Blutes 
durch Phosphatzusatz sowohl wie durch Bicarbonat wieder zu akti- 
vieren. Dabei waren die von Rona gewablten Konzentrationen des 
Phosphats durchaus nicht derart, daB sie eine Reversion der Hiimolyse 
hatten herbeifiihren kénnen. Bei der Bedeutung, welche die Ronaschen 
Befunde fiir die Theorie der Glykolysehemmung besitzen, haben wir 
die Versuche Ronas wiederholt und sind zu einer vollkommenen Be- 
statigung seiner Angaben gekommen. Wie aus Tabelle VI hervorgeht, 
lapt sich durch Phosphatzusatz ebenso wie durch Bicarbonat und bis zu 
einem gewissen Grade auch durch Pufferung mit Borat von px 9,24 
die durch Hdmolyse bewirkte Glykolysehemmung aufheben. 


' Diese Zeitschr. 48, 35, 1913. 
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Tabelle V1 


Aktivierung der Glykolyse im hamolysierten Blut. 





Versuch 8. IV. 1930 Versuch 8. IV. 1930 Versuch 7. 1V. 1930 


5eem Blut + 5¢eem 20cem Blut, 15 cem 20cem Blut, 
Zeit H,O + leem mit Ather ges. 15cem mit Ather 
; m/3 Phosphat Wasser, 70 ccm ges. Wasser, 5 ccm 
Pu 7,91 m/20 Bicarbonat Borat, py 9,24, 
Min. Glucose mg/cem Glucose mgicem Glucose mg/ccm 
0 0,80 0,55 0,79 

60 0,75 | 0.34 0,73 

120 0,46 ie 0,70 

189 0.45 | 0,34 0.69 
240 0,34 _ 
809 0,36 -- 
360 0,32 — 


Wenn also trotz der Zerstérung der Zellstruktur die Glykolyse 
in recht bedeutendem AusmaB durch Zusatz von Phosphat und Bi- 
carbonat aktiviert werden kann, so ist damit die Unhaltbarkeit der 
Auffassung von der Bedeutung der Intaktheit der Zellstruktur bewiesen. 
Sprechen im Gegensatz derartige Versuche nicht eher fiir eine Be- 
deutung der organischen Phosphorverbindungen fiir das Zustande- 
kommen der Glykolyse?, Wiahrend jede Theorie, welche die Intaktheit 
der Zellstruktur als Bedingung fiir die Glykolyse verlangt, gegeniiber 
dem Ausfall der Ronaschen Versuche versagt, laBt sich nach unserer 
Auffassung die Aktivierung der Glykolyse im himolysierten Blute 
durch Phosphat zwanglos durch die Feststellung von Kay! erklaren, 
derzufolge die Phosphatasen durch geringe Konzentrationen anorgani- 
schen Phosphats bereits gehhemmt werden. Die aktivierende Wirkung des 
Bicarbonats, die allerdings hinter der des Phosphats zuriicksteht, ist 
durch die pg-Verschiebung nach der alkalischen Seite hinreichend 
erklart. 

Eine solche Auffassung, welche in der Hydrolyse organischer 
Phosphorverbindungen das Wesentliche fiir den Vorgang der Glykolyse- 
hemmung sieht, findet nun weitere gewichtige Stiitzen durch die Unter- 
suchung tiber die chemische Natur des Coferments bzw. dessen Aktivators. 
Von Euler* und seinen Mitarbeitern, die sich wohl am eingehendsten 
mit der chemischen Natur des Coferments und seiner Reinigung befaBt 
haben, ist in zahlreichen Arbeiten die Gegenwart organisch gebundener 
Phosphorsiure im Coferment sichergestellt worden. Wie die Eulerschen 
Untersuchungen ergaben, wachst die Aktivitat der Cozymasepraparate 
mit deren Phosphorgehalt. Mit fortschreitender Reinigung konnten 


' Biochem. Journ. 22, 855, 1928. 
2 Zusammenfassende Darstellung siehe Kuler u. Myrbdck,. Naturw. 
17, 291, 1929. 
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schlieBlich Werte von tiber 7°, P fiir die reinsten Priparate erhalten 
werden. Wesentlich fiir die hier entwickelten Vorstellungen ist nun 
die gleichfalls von Euler’ und Mitarbeitern erhobene Feststellung, 
daB einmal dieses im Coferment organisch gebundene Phosphat leicht 
abspaltbar ist und dab ferner die Abnahme der Aktivitaét von Cozymase- 
praparaten, die durch Einwirkung von Pankreasextrakt bewirkt wird, 
einen fast absoluten Parallelismus zu der Abspaltung der organisch 
gebundenen Phosphorséiure erkennen laBt. Auf der anderen Seite 
wissen wir durch die Untersuchungen von Lohmann?, da®B der von 
Meyerhof, Lohmann und Meyer® aufgefundene Aktivator des Coferments 
(Komplement des Coferments) mit der Adenylpyrophosphorsdure 
identisch ist. 


Wir moéchten aus all diesen Befunden den SchluB ziehen, daB die 
..Pyrophosphatfraktion’** das Coferment bzw. dessen Aktivator in sich 
schlieBt. Die Hemmung der Glykolyse ist so durch eine der Inakti- 
vierung gleichzusetzende Abspaltung organisch gebundenen Phosphats 
aus dem Coferment oder dessen Aktivator zu erkliren. 


a) Aktivierung cozymasefreier Hefe durch die Pyrophosphatfraktion. 


Wenn auch eine derartige Annahme durch die Angaben der Literatur 
und unsere bisherigen Versuchsergebnisse grofe Wahrscheinlichkeit 
besitzt, so muBte doch auch versucht werden, einer solchen Theorie 
experimentelle Stiitzen zu geben. Ein derartiger Beweis lieB sich in 
zweifacher Richtung fiihren. Zunachst einmal konnte man versuchen, 
den direkten Nachweis zu erbringen, daB dieser ,,Pyrophosphatfraktion® 
die Eigenschaften der Cozymase zukommen, d.h. dab Apozymase 
durch Zusatz dieser Pyrophosphatfraktion thre Garfahigkeit wieder erlangt. 


Wir haben derartige Versuche mit einer durch Auswaschen co- 
zymasefreien Trockenhefe bzw. mit Hefeplasmolysat, das nach Neuberg 
und Kobel® durch Plasmolyse frischer, untergiriger Hefe® mit Ather 
erhalten wurde, angestellt. Versuche, entsprechend den von Meyerhof 
mit Muskelkochsaft angegebenen, welche die Aktivierung von Apozymase 


' Buler, Myrbdck u. Brunius, Zeitschr. f. physiol. Chem. 183, 60,°1929. 

2 Naturw. 17, 624, 1929. 

3 Diese Zeitschr. 198, 139, 1928. 

* Um Mi®verstandnissen vorzubeugen, betonen wir nochmals, daB®B 
wir diesen Ausdruck nur der Kiirze halber gebrauchen und darunter die 
Fraktion des durch Sauren leicht hydrolysierbaren organischen Phosphats 
verstehen. 

5 Diese Zeitschr. 210, 466, 1929. 

6 Die zu diesem und den folgenden Versuchen verwendete untergarige 
Bierhefe verdanken wir der Liebenswiirdigkeit der Brauerei Nussdorf, der 
wir an dieser Stelle unseren Dank aussprechen. 
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durch Kochsaft von Erythrocyten bezweckten, verliefen samtlich 
negativ. Dagegen zeigten die Versuche, welche mit Zusatz der aus 
Erythrocyten isolierten Pyrophosphatfraktion angestellt wurden, eine 
wenn auch geringe Aktivierung der Garung. 


Die Isolierung der Pyrophosphatfraktion wurde in der Weise durch- 
gefiihrt, da®B 2 Liter frisch aus dem Schlachthaus bezogenes Schweineblut 
mit dem gleichen Volumen destillierten Wassers himolysiert und mit 
2 Litern 20° ,iger Trichloressigsiure enteiweiBt wurden. Nach Absitzen- 
lassen im Eisschrank wurde vom Niederschlag abgesaugt und das klare, 
noch leicht rétlich gefirbte Filtrat mit gesattigter Barytlésung bis zur 
phenolphthalein-alkalischen Reaktion versetzt. Der voluminése Nieder- 
schlag wurde iiber Nacht im Eisschrank absitzen gelassen. sodann zentri- 
fugiert, mehrmals mit destilliertem Wasser gewaschen und _ schlieBlich 
unter Kiihlung in verdiinnter Salzsiure gelést. Die erhaltene Lésung, 
welche HCl im Uberschu8 enthielt, wurde nunmehr bis zum Verschwinden 
der Kongoreaktion mit Natriumacetat versetzt. der so entstandene ,,Pyro- 
phosphatniederschlag** auf der Zentrifuge abgetrennt, wiederholt mit 
Wasser und schlieBlich mit Alkohol gewaschen und im Vakuum_ iiber 
Calciumchlorid getrocknet. Das rein weiBe Baryumsalz ergab bei der 
Analyse 50,83 % Ba und 9,81 % P. Es wurde mit der berechneten Menge 
verdiinnter Schwefelsiure unter Eiskiihlung zerlegt, vom BaSO, filtriert 
und die saure Lésung, welche keine SO,-Ionen enthielt, durch Zusatz von 
reinstem Magnesiumoxyd neutralisiert. Vom iiberschiissigen Magnesium- 
oxyd wurde filtriert und die klare Lésung mit dem doppelten Volumen 
Alkohol versetzt. Dabei entstand ein voluminéser, weiBer Niederschlag, 
der filtriert, mit Alkohol und Ather gewaschen und schlieBlich im Vakuum 
getrocknet wurde. Ausbeute 0,2 g. Die exsikkatortrockenen Magnesium- 
verbindungen wurden in wenig Kubikzentimetern Wasser aufgenommen. 
Dabei zeigte sich, daB ein leicht und ein schwer léslicher Anteil vorlag. 
die getrennt wurden. Beide Fraktionen ergaben eine positive, bréaunlich- 
violette Molisch-Reaktion. Die schwerlésliche Fraktion wurde bei der 
Behandlung mit Wasser eigenartig fadenziehend, beim Erhitzen hart und 
brécklig. Die Lésungen beider Fraktionen ergaben beim Aufkochen einen 
weiBen Niederschlag, der beim Erkalten nicht wieder vollstandig in Lésung 
ging. Mit diesen ,,Pyrophosphatfraktionen‘* wurden nun folgende Versuche 
mit Hefeplasmolysat angestellt. 


Versuch 26. Marz 1930. Zu samtlichen Ansatzen, die in Garréhrchen 
durchgefiihrt wurden, verwendeten wir 4 cem Hefeplasmolysat und 10 cem 
4% iger Glucoselésung. Die einzelnen Ansatze erhielten folgende Zusatze: 


a) Kontrolle: 2 cem Wasser, 


b) m= 2 ., m/3 Phosphat, py 6,47, 

c) om 2 ., m/3 Na,P,0, mit Eisessig aut py 7 gepuffert, 

d) Versuch: 2 ,,  leichtlésliche Fraktion + 1 cem m/3 Phosphat, 

e) i 2 ., sehwerlésliche Fraktion + 1 cem m/3 Phosphat, 

f) jie 2 ., einer Mischung gleicher Teile leicht- und schwer- 


léslicher Fraktionen, 
g) Kontrolle: 2. ,,. Hefekochsaft + 1 cem m/3 Phosphat. 


Nach 17 Stunden im Brutschrank bei 35° ergaben die Kontrollen a), 
b) und ec) keine Garung. In den Ansatzen d) und e) und der Kontrolle g) 
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war eine schwache Garung nachweisbar. Im Ansatz f) betrug die Menge, 
gebildeter Kohlenséiure ungefaihr das Fiinffache wie in den Versuchen d) 
e) und g). 

Es zeigt sich also, daB diese aus Erythrocyten isolierte Pyro- 
phosphatfraktion im Gegensatz zum anorganischen Pyrophosphat in 
geringem MaBe die Garung cozymasefreien bzw. -armen Hefeplasmo- 
lysats zu aktivieren imstande ist. 

In einem weiteren Versuch wurde die als Baryumsalz aus 2 Litern 
Schweineblut analog dem vorstehenden Versuch isolierte Pyrophosphat- 
fraktion durch Zusatz von verdiinnter Schwefelséure unter Eiskiihlung 
zerlegt, vom Ba SO, abgesaugt und das Filtrat mit Soda exakt neutra- 
lisiert und auf 100 ccm aufgefillt. Als Apozymasepraparat diente 
wiederholt ausgewaschene Trockenhefe. 

Versuch 31. Mai 1930. Zu allen Ansétzen kam 1! g Trockenhefe, | g 
Glucose und 5 cem m/3 Phosphat, pp 6,47. Im einzelnen wurden noch 
folgende Zusatze verwendet : 


1. Kontrolle: 15 cem Wasser. 


2. Versuch: 5... ,.Pyrophosphatlésung’, LO ccm Wasser, 
3. “ 10... ,,Pyrophosphatlésung**, 5 ccm Wasser, 
4. = 15... ,,Pyrophosphatlésung’, 5 cem Wasser. 


Nach 2 Stunden bei 38° zeigte sich in den Ansitzen 2., 3. und 4. eine 
geringfiigige, mit der Menge der Pyrophosphatlésung zunehmende Garung. 
Wir sehen also auch hier wieder, daB diese Pyrophosphatfraktion die Garung 
cozymasefreier Trockenhefe, wenn auch nicht in hervorragendem MaBe, 
zu aktivieren imstande ist. 

Die hier mitgeteilten Versuche, deren weiterer Ausbau wiinschens- 
wert ist, rechtfertigen bis zu einem gewissen Grade unsere Annahme, 
daB in dieser Pyrophosphatfraktion der Erythrocyten das Coferment der 
Glykolyse enthalten ist, dessen Identitat mit dem Coferment der Hefe 
nach den Untersuchungen von Meyerhof! zumindest sehr  wahr- 
scheinlich ist. 


b) Glykolysehemmung und Methylglyoxalanhdujung. 


Unsere bei den Garungsversuchen erhaltenen Ausschlige waren 
allerdings nicht sehr groB, und wir sahen uns daher veranlaBt, nach 
einem Beweis zu sucher,, der unsere Annahmen weiter zu stiitzen in 
der Lage ware. : Eine soiche Méglichkeit eréffneten die grundlegenden 
Versuche von Neuberg und seinen Mitarbeitern® tiber die Bildung von 


' Zeitschr. f. physiol. Chem. 101, 1€5, 1918; 102, 1, 1918; Pfliigers 
Arch. 188, 114, 1921; ferner K. Meyer, diese Zeitschr. 188, 216, 1927. 

2 Neuberg u. Kobel, diese Zeitschr. 203, 463, 1928; 207, 232, 1929; 210. 
466, 1929; ferner M. Vogt, ebendaselbst 211, 17, 1929; Kobel u. Scheuer, 
ebendaselbst 216, 216, 1929; Fromageot, ebendaselbst 216, 467, 1929; 
Widmann, ebendaselbst 216, 479, 1929. 


| hy 
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Methylglyoxal aus Hexosediphosphat durch Hefe, tierisches und pflanz- 
liches Gewebe. Wie die Versuche Neubergs dargetan haben, gelingt die 
\Anhaufung von Methylglyoxal durch die erwihnten Fermentsysteme 
regelmaBig dort, wo durch irgendwelche Eingriffe -- Plasmolyse, 
Trocknen, Autolyse, Maceration, Acetonbehandlung usw. das Co- 
ferment geschwacht bzw. zerstért ist. War unsere Vorstellung iiber den 
Mechanismus der Glykolysehemmung richtig, d.h. fiihren Hamolyse, 
Fluorid, Narkotica sowie die Halogenessigsiuren nur dadurch zu 
einer Hemmung, daB durch sie die einer Zerstérung gleichzusetzende 
Abspaltung von Phosphorséiure aus dem Coferment bewirkt wird, 
dann mufte es gelingen, statt der umstandlichen Vorbereitung 
der Hefe bzw. der Gewebe durch Anwendung eines die Glykolyse 
hemmenden Mittels Methylglyoxalanhdufung aus Hexosediphosphat 
nachzuweisen. Wie unsere Versuche ergeben haben, ist das tat- 
sichlich fiir alle daraufhin untersuchten, die Glykolyse hemmenden 


Kingriffe der Fall. 
1. Versuche mit Hefe. 


Wir haben zuniachst orientierende Versuche mit frischer unter- 
giriger Hefe (Nussdorf) gemacht. Von Hemmungskérpern kamen 
Fluorid, Monojodessigsiure und Monobromessigséure zur Verwendung. 
Parallel mit diesen Versuchen wurden auch, um einen Vergleich zu 
erméglichen, Ansaitze mit Hefeplasmolysat in der von Newberg und 
Kobel zur Isolierung von Methylglyoxal angegebenen Weise durch- 
gefiihrt. 


Das fiir diese und die folgenden am Blut durchgefiihrten Versuche 
verwendete hexosediphosphorsaure Magnesium wurde aus dem Calciumsalz 
nach der Methode von Neuberg und Sabetay' dargestellt. Ein Teil des 
Ausgangsmaterials wurde uns von der J. G. Farbenindustrie-Leverkusen zur 
Verfiigung gestellt, der wir auch an dieser Stelle unseren verbindlichsten 
Dank aussprechen. Ein weiterer Teil wurde nach dem Verfahren von 
Harden und Young? durch Vergaérung von Rohrzucker bei Phosphatgegen- 
wart gewonnen, Fiir die Darstellung des Magnesiumsalzes nach Newberg 
und Sabetay empfiehlt es sich, nach unseren Erfahrungen, von nicht zu 
groBen Mengen des gereinigten Calciumsalzes auszugehen. Die Ausbeuten 
werden jedenfalls giinstiger, wenn man von nicht mehr als 10 g Calciumsalz 
ausgeht. Fiir die Versuche mit Fluorid wurde das nach Newberg und Sabetay 
durch Umsetzen des Calciumsalzes mit der berechneten Menge Kalium- 
oxalat in Lésung erhaltene Kaliumsalz verwendet. Das Magnesiumsalz 
wiirde in diesem Falle, da sich durch gegenseitige Umsetzung sofort 
unlésliches Magnesiumfluorid bildet, zu keinem einwandfreien Resultat 
fiihren. 


' Diese Zeitschr. 161, 240, 1925. 
* Siehe Newberg u. Kobel in Oppenheimer u. Pincussen, Methodik der 
Fermente 1929, S. 405. 
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Wie nachstehende Versuche zeigen, lapt sich sowohl durch Fluorid 
als auch durch Jod- und Bromessigsdure die Bildung von Methylglyoxal 
durch frische Hefe erreichen. 


Versuch 27. Februar 1930. Zu den Kontrollen wurden 5g frische 
untergarige Hefe (Nussdorf) in 10 cem Wasser zu einem Brei verrieben 
und dieser auf 50 cem verdiinnt: Hefesuspension K.  Fiir die Versuchs- 
ansatze wurden 5 g¢ Hefe mit 10 cem einer mit Soda exakt neutralisierten 
m ‘10 Jodessigsiure verrieben und gleichfalls auf 50 cem mit Wasser ver- 
diinnt: Hefesuspension V. Die einzelnen Ansatze erhielten folgende Zusatze 


a) 2. cem Hefesuspension K, 8 ccm 4% ige Glucoselésung. 


b) 2 - bs V, 8 ,, Wasser, 

c) 0.5 ,. a V. 9.5... 4% iges hexosediphosphorsaures 
Magnesium, 

d) 1 ° a es = eS hexosediphosphorsaures 
Magnesium, 

e) 2 Vv. 8 ew hexosediphosphorsaures 
Magnesium, 


f) 


he 


V, 8 ., Wasser. 


Nach 20 Stunden Stehen bei 37° wurde mit je 1 cem 10°,iger Tri- 
chloressigsaure enteiweiBt, durch dichte Filter filtriert und das wasserklare 
Filtrat mit je 2 cem einer heiBen 2° ,igen Lésung von 2, 4-Dinitrophenyl- 
hydrazin in 2n HCl versetzt. Wahrend die Kontrollansatze a), b) und f) 
vollkommen klar blieben, trat in den Ansatzen c), d) und e) sofort der 
orangefarbene, flockige Niederschlag des Methylglyoxal-bis-2, 4-dinitro- 
phenylhydrazons auf. Der Schmelzpunkt des nur mit Wasser gewaschenen 
Hydrazons betrug fiir alle drei Ansaitze 263° (n.k.), lag also wesentlich 
unter dem Schmelzpunkt des reinen Hydrazons. Die Farbreaktion mit 
Alkohol und Kalilauge war bei diesen Praparaten rotstichig-violett. Nach 
wiederholtem Auskochen mit Alkohol wurde die rein violette Farbreaktion 
des Methylglyoxalhydrazons erhalten. Die Ausbeuten waren zu gering, 
als daB ein Umkristallisieren aus Nitrobenzol méglich gewesen wire. 

DaB auBer Jodessigsiure auch Bromessigséure und Fluorid zu 
den gleichen Ergebnissen fiihren, zeigt folgender Versuch: 

Versuch 3. Marz 1930. 1. 2g frische Bierhefe (Nussdorf) wurden in 
10 com m/10 NaF angeriihrt und damit folgende Ansatze gemacht: 

a) Kontrolle: 5 cem Hefesuspension, 5 cem 4 °,ige Glucose, 
b) Versuch: 5 ,, = 5 .. 8° ,iges hexosediphosphorsaures 
Kalium. 

2. 2g Hefe in 10 ccm m/10 Bromessigséurelésung: Hefesuspension Br; 
a) Kontrolle: 5 eem Hefesuspension Br, 6 cem 4 °,ige Glucose, 

b) Versuch: 5. ,,. i Br, 5 ,, 8 °,iges hexosediphosphor- 
saures Magnesium. 

3. Kontrollversuch: 2 g Hefe in 10 cem Wasser: Hefesuspension Kk; 
a) Kontrolle: 5 cem Hefesuspension K, 5 ccm Wasser, 


b) m oe es K,5 .. 8° iges hexosediphosphor- 


saures Magnesium. 
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Nach 24 Stunden bei 37° wurden die Ansatze analog dem Versuch 
7. Februar aufgearbeitet. Nur in den Versuchen 1b und 2b trat 
augenblicklich der orangefarbene Niederschlag des Methylglyoxal- 
hydrazons auf. Nach mehrmaligem Waschen auf der Zentrifuge mit 
Wasser und Auskochen mit Alkohol war die Farbreaktion mit Alkohol 


und Kalilauge reinviolett. 


vom 2 


2. Versuche mit Blut. 

Der positive Ausfall unserer mit Hefe angestellten Vorversuche 
bestatigte somit unsere theoretische Voraussetzung, dap die Hemmung 
der Glykolyse durch eine Abschwichung bzw. Zerstérung des Coferments 
zustande kommt. Wir haben daraufhin Versuche mit Vollblut und mit 
gewaschenen Erythrocyten allein vorgenommen. Die steril durch- 
gefiihrten Ansatze, in denen die Glykolyse durch Hamolyse, Fluorid 
und die Halogenessigsiuren gehemmt wurde, ergaben, daB es unter 
diesen Versuchsbedingungen ausnahmslos_  gelingt, Methylglyoxal- 
bildung nachzuweisen. Entsprechend den Angaben Neubergs gelingt 
der Nachweis des Methylglyoxals bei unserer Versuchsanordnung nur 
bei Verwendung von Hexosediphosphorsaure als Substrat. Alle iibrigen 
gepriiften Kohlenhydrate (Starke, Glykogen, Glucose, Fructose) mit 
und ohne Zusatz von Phosphat und Pyrophosphat, deren Konzentration 
und px in verschiedenster Weise variiert wurde, ergaben ein voll- 
kommen negatives Resultat. Vorwegnehmend wollen wir mitteilen, 
daB es unter den gleichen Versuchsbedingungen auch gelingt, die 
Methylglyoxalbildung durch andere lebensfrische Gewebe (Muskel, 
Niere, Leber) zu zeigen. Der Nachweis des gebildeten Methylglyoxals 
ist bereits nach einer Versuchsdauer von nur 6 Stunden einwandfrei 
zu fiihren, und unsere Anordnung erméglicht die Demonstration dieser 
Methylglvoxalbildung auch fiir Vorlesungszwecke mit absoluter Sicher- 
heit. Versuchsanordnung und nahere Einzelheiten gehen aus nach- 
stehender Ubersicht hervor: 

Versuch 28. Februar 1930. Die aus 5 cem Blut abgetrennten Erythro- 
cyten wurden zweimal mit je 4cem steriler physiologischer Kochsalz- 
lésung auf der Zentrifuge ‘gewaschen und in 10 cem steriler m/10 Jodessig- 
siure suspendiert. Zu allen Ansaitzen wurden je 8 ccm einer 5 °oigen Lésung 
von hexosediphosphorsaurem Magnesium verwendet, ferner 


1. 0,4 cem Erythrocytensuspension, 1,5 cem 0,9°% ige Kochsalzlésung. 
2. 1 * ms 1 oc eS Re 

3. 2 % 

4.2 o 29 8 » 0.3 .,  Glucoselésung in 


0,9°% iger Kochsalzlésung (Kontrolle). 


Nach 6 Stunden im Brutschrank in den Ansatzen 1. bis 3. Methyl- 
glyoxalbildung + + +, Schmelzpunkt des aus 1. bis 3. isolierten Dinitro- 
phenylhydrazons nach Waschen mit Wasser und Alkohol 296°. 








~ TH Re) 
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Versuch 3. Marz 1930. Alle Ansaitze enthalten 2 ccm steril entnommenes 
Voliblut und 6 cem 5°,iges hexosediphosphorsaures Magnesium, ferner 

a) 2ccm m 10 Bromessigsaure, 

b) 2 ,, mit Ather gesittigtes, destilliertes Wasser (Héamolyse). 

ce) 2. ., 0,9%>ige Kochsalzlésung (Kontrolle). 

Nach 24 Stunden Methylglyoxalbildung in a) und b) + 
Die Niederschlage von a) und b) wurden nach dem Waschen mit Salz- 
siure und Wasser mit Alkohol ausgekocht Schmelzpunkt der Hydra- 
zone 297° 

Versuch 3. Marz und 25. September 1930. Die Ansatze enthalten je 
2cem Vollblut, 5cem einer durch Umsetzen einer 5 °%igen Lésung von 
gereinigtem Candiolin erhaltenen Lésung des Kaliumsalzes der Hexose- 
diphosphorsaure, ferner 

a) 2cem m/10 NaF, 1 cem 0,9 °oige Kochsalzlésung,. 

b) 3. ,, 3,2%jiges NaF. 

Nach 24 bzw. 22 Stunden in beiden Versuchen reichlich Methyl- 
glyoxalbildung (+++). Schmelzpunkt der Hydrazone nach Aus- 
kochen mit Alkohol 297°. 

Versuch 5. und 13 Marz 1930. Die Anséatze enthalten je 2 cem Vollblut, 
5cem 5% iges hexosediphosphorsaures Magnesium, ferner 

a) Leem m/10 Chloressigséure, 2 cem 0,9 °% ige Kochsalzlésung, 

b) 2 ,, m/10 ies . «o Gea | oo» 

Nach 20 bzw. 17 Stunden im Brutschrank verarbeitet. Bei a) keine 
Fallung, bei b) geringer Niederschlag (+) mit Dinitrophenylhydrazin. 
Farbreaktion des Hydrazons mit Alkohol + Kalilauge reinviolett. 

Wie die Ubersicht unserer Versuche zeigt, ist die Wirkung von 
Fluorid, ferner von Brom- und Jodessigsiure in den angewendeten 
Konzentrationen ziemlich die gleiche. Weniger ausgepragt ist die 
Methylglyoxalbildung beim hamolysierten Blut, wahrend Chloressig- 
siure, entsprechend ihrer auch schwacheren Hemmung der Glykolyse, 
in einem Versuch vollkommen wirkungslos war, in dem zweiten nur 
eine geringfiigige Bildung von Methylglyoxal veranlaBte. 

In einer Anzahl von Ansatzen, in welchen Toluol als Antiseptikum 
verwendet wurde (0,1 bis 0,5cem Toluol auf 10ccem_ Fliissigkeit), 
konnten wir auch in den mit physiologischer Kochsalzlésung versetzten 
Kontrollen eine deutliche Methylglyoxalbildung aus Hexosediphosphat 
beobachten. Da jedoch in diesen Versuchen, die hier weiter nicht ver- 
wertet sind, am SchluB geringfiigige Haimolyse nachweisbar war, laBt 
sich nicht mit Sicherheit entscheiden, inwieweit hier die glykolyse- 
hemmende Wirkung des Toluols mit seiner himolysierenden Wirkung 
interferiert. Die Versuche bilden aber unseres Erachtens ein Analogon 
zu der von Neuberg und Kobel! gegebenen Anordnung zum Nachweis 
der Methylglyoxalanhaufung durch Hefe. 


' Ber. 63, 1986, 1930. 
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Weitere Versuche hatten den EinfluB abgestufter Mengen von 
Substrat und Jodessigsture auf die Grépe der Methylglyoxalbildung 
zum Gegenstand. Sie ergaben, dab beide eine Rolle spielen. Herabgehen 
mit der Konzentration des Substrats auf eine schlieBliche Endkonzen- 
tration von nur 0,5°,, wirkt sich deutlich im Sinne einer verminderten 
Anhaufung von Methylglyoxal aus. Jodessigsaure erwies sich in unseren 
Versuchen bis zu einer Konzentration von m/4000 noch wirksam, 
waihrend bei einer Konzentration von m/5000 keine Methylglyoxal- 
anhaufung zu konstatieren war. 


Tabelle VII. 


Versuch 10. Marz 1930. Je 2eccm Blut + 5cem 2°,ige Losung von 
hexosediphosphorsaurem Magnesium + wechselnde Mengen von Jod- 
essigsiure und physiologische Kochsalzlésung. Gesamtvolumen 10 ccm. 


Steril durchgefiihrt. 





y ntete Jodessigsiure- Methylglyoxal- 
MPR nee konzentration bildung nach Anmerkung 
: slg — im Versuch 22 Stunden 
[. 1 cem m/10 m/L00 = Schmelzpunkt des Hydrazons 

aus I bis VI: 280° 

I. 0.5 . m0 m/290 a ae Nach d. Umkristallisieren aus 

Il. 1 3 , m30 m/30 L zs Nitrobenzol: 297° 

IV. 1 , m/40 m/400 + -+ Mischschmelzpunkt m. reinem 
Methylglyoxal — bis -2,4 

V.1 =, mj50 m/500 + 4 Dinitrophenylhydrazon : 297° 

VI.1 . m/100 m/1909 


Vil. 1 =, m/500 m/5000 
VIII. Kontrolle — 

Versuch 13. Marz 1930. Anordnung wie bei obigem Versuch vom 
10. Marz 1930. 





¢ Jodessigsaure- Methylglyoxal- 
Zugesetzte : ae on ; 
‘ ee konzentration bildung nach Anmerkung 
Jodessigsturelésung im Versuch 17'/. Stunden 
I. 1 eem m 109 m/1000 i Schmelzpunkt des Hydrazons 
aus I bis IV, aus Nitro- 
IT. 0.5 . m/100 m/29100 + +4 benzol umkristallisiert : 297° 
fl. 1 . m 300 m/3009 
IV. 1 ., m/490 m/4000 


Versuch 13. Marz 1930. Je 2 cem‘ Blut + 2 cem 0,9°,ige Kochsalz- 
lésung + 5cem einer Lésung von hexosediphosphorsaurem Magnesium 
l cem m/30 Jodessigsiurelésung. 





Konzentration 
des hexose- | 
Zugesetztes diphosphor- | Methylglvoxal- 
hexosediphosphor- sauren | bildung nach Anmerkung 
saures Magnesium Magnesiums 17'/2 Stunden 
FJ 
5eem 5% ige Lsg. 2,5 hrs sf. |, Schmelzpunkt des aus Nitro- 
5 90/ ; Leg 1 Lo benzol umkristallisierten 
9» 2/018e Ls. Hydrazons aus den drei 


5 . 1% ige Lsg. 0,5 + Ansitzen : 297° 
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Wir haben uns jedoch nicht nur mit der Identifizierung des ab- 
geschiedenen Methylglyoxalhydrazons durch die Farbreaktion nit 
Alkohol und Kalilauge, Schmelzpunkt und Mischschmelzpunkt mit 
einem aus reinem Methylglyoxal! dargestellten Hydrazon begniigt, 
sondern auch an einem aus Nitrobenzol umkristallisierten Praparat die 
Gesamtanalyse durchgefihrt. 

Versuch 26. Marz 1930. Der Ansatz bestand aus 10 cem steril ent 
nommenen Blutes, 5 ccm steriler m 10 Jodessigsiure (py 7,4), 30 cem 
einer 4° igen Lésung von hexosediphosphorsaurem Magnesium, 20 ccm 
steriler physiologischer Kochsalzlésung. Nach 24 Stunden im Brutschrank 
bei 37° wurde mit 10cem 20°, iger Trichloressigsiure enteiweiBt. das 
wasserklare Filtrat mit 10 ccm einer heiBen 2°,igen Lésung von 2, 4-Di- 
nitrophenylhydrazin in 2n HCl versetzt. Der augenblicklich ausfallende 
massige Niederschlag wurde nach Waschen und Trocknen aus Nitrobenzol 
umkristallisiert. Schmelzpunkt des Hydrazons 298°. 


Analyse. 
C-, H-Bestimmung: 4,210 mg Substanz, 6,500 mg CO,, 1,100 mg H,0. 
N-Bestimmung: BitG? v0 é 0,872 ccm N,, 747 mm Hg, 25°. 
Fiir C,;HyN,Og Ber.: © 41.65%, H 2.79%, N 25.95% 
Gef.: C 42,1%, H 2,92%, N 26,06 %. 

Entsprechend den von Newberg und Kobel* mitgeteilten Versuchen 
iiber die Bildung von Brenztraubensdure durch Hefe haben wir zahlreiche 
derartige Versuche auch in sinngemiéBer Anwendung auf unser Material 
durchgefithrt, kamen jedoch beim Blut niemals zu einem positiven 
Ergebnis. 

Eine Reihe von weiteren Versuchen hatte die quantitative Ver- 
folgung der Methylglyoxalbildung zum Ziele. Von Newberg und Mit- 
arbeitern wurden Bilanzversuche aufgestellt, welche gezeigt haben, 
daB es unter den von Neuberg gewahlten Versuchsbedingungen gelingt, 
einen sehr erheblichen, die Theorie fast erreichenden .Prozentsatz der 
umgesetzten Hexosediphosphorsaure als Methvlglyoxal wiederzufinden. 
Wir haben in unseren eigenen Versucken neben dem Methylglyoxal, 
das nach einer in Kiirze zu veréffentlichenden Mikromethode bestimmt 
wurde, nur die Menge des aus Hexosediphosphat abgespaltenen Phos- 
phors und die Milchséiure beriicksichtigt. 

Wie die Versuche in Tabelle VIII zeigen, ergibt sich fiir die relativ 
kurze Versuchsdauer eine nicht unbetréchtliche Anhaéufung von Methyl- 


1 Die Darstellung des Methylglyoxals erfolgte nach Fischer u. Taube 
(Ber. 57, 1502; 59, 857). Das Dioxyaceton (Oxanthin) verdanken wir dem 
Entgegenkommen der I. G. Farbenindustrie Leverkusen, der wir auch an 
dieser Stelle unseren verbindlichsten Dank aussprechen. 

2 Diese Zeitschr. 216, 493, 1929. 
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glyoxal. Milchsdurebildung laBt sich keine nachweisen. Berechnet man 
nun unter der Voraussetzung, daB je einem aus Hexosediphosphat 
abgespaltenen Molekiil Phosphorsiure ein Molekiil Methylglyoxal 
entspricht, die dem abgespaltenen Phosphor entsprechende Menge 
Methylglyoxal und vergleicht sie mit der tatsdchlich gefundenen, so 
ergibt sich durchwegs, daB das gefundene Methylglyoxal geringer ist 
als die der Berechnung entsprechende Menge. Dabei ist stillschweigend 
die Annahme gemacht, daB die Abspaltung der Phosphorsaéure aus dem 
Hexosediphosphat nicht auf der Stufe des Monophosphats stehen bleibt, 
sondern direkt von der Methylglyoxalbildung gefolgt ist. Durch die 
Untersuchungen von Widmann!, der in seinen Versuchen iiber Methyl- 
glyoxalbildung durch Blut keine Bildung von Monophosphat nach- 
weisen konnte, erhalt diese willkirliche Annahme eine gewisse experi 
mentelle Stiitze*. Es ergibe sich aus diesen Befunden also, 
daB gebildetes Methylglyoxal weiter umgesetzt wird, ohne als 
Milchséure in Erscheinung zu treten. Daf tatsichlich Methyl- 
glyoxal bei derartigen Versuchen verschwinden kann,  dafiir 
sprechen Beobachtungen, welche uns zeigten, daB bei fortlaufender 
Verfolgung der Methylglyoxalbildung, nach der Menge des aus- 
fallenden Hydrazons geschatzt, die Menge gebildeten Methyl- 
glyoxals von einem gewissen Zeitpunkt an wieder abnimmt. 


IV. Zusammenfassung. 


1. Sdmtliche untersuchten, die Glykolyse der Erythrocyten hemmenden 
Eingriffe und Zusdtze — Hamolyse, Fluorid und Oxalat, Narkotica, 
wie Ather und Chloroform, sowie die Monohalogenessigséuren (Chlor-, 
Brom- und Jodessigséure) — fiihren zu einer Abspaltung von anorgani- 
schem Phosphat aus organischer Bindung. Als Quelle des neu auf- 
tretenden anorganischen Phosphats ist in erster Linie die Fraktion des 
leicht séurehydrolysierbaren organischen Phosphats, die ,,P yrophosphat- 
fraktion‘‘ Lohmanns anzusehen. 


2. Bei der Hemmung der Glykolyse durch Fluorid und die Halogen- 
essigsiuren kommt es zu einer Synthese schwer hydrolysierbarer Ester, 
die der Fraktion der Hexosediphosphorsdure angehéren. 


1 Diese Zeitschr. 216, 479, 1929. 

2 Nach der vor kurzem erschienenen Arbeit von Widmann u. Schneider 
(diese Zeitschr. 224, 157, 1930) tritt wohl auch bei Verdauung von Erythro 
cytenmacerat Monophosphat auf, seine Menge betragt in dem _ einen 
positiven Versuch ein zweiter Bilanzversuch lie8B Monophosphat 
wieder vermissen — jedoch nur rund 10% des  abgespaltenen 
Phosphats, eine Menge, die fiir unsere SchluBfolgerungen kaum_ ins 
Gewicht fallt. 
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3. Aus dem gleichsinnigen Verhalten der Pyrophosphatfraktion 
bei der Hemmung der Glykolyse wird der SchluB gezogen, daB diese 
Fraktion fiir den Vorgang der Glykolyse wesentlich ist und das Co- 
ferment der Glykolyse bzw. den Aktivator des Coferments in sich schlieBt. 
Als Stiitze fiir diese Annahme kénnen folgende Ergebnisse betrachtet 
werden: 

4. Die Gdrung cozymasefreier bzw. -armer Hefepraparate wird durch 
die Pyrophosphatfraktion der Erythrocyten im geringen Ausmabe 
aktiviert. 

5. Hemmung der Glykolyse durch Himolyse, Fluorid und Mono- 
halogenessigsiure fiihrt zu einer Anhdufung von Methylglyoxal aus 
zugesetzter Hexosediphosphorsdure. 











Ein Apparat zur kontinuierlichen Extraktion gréberer 
Fliissigkeitsmengen bei erhéhter Temperatur. 


Von 
Fritz Wrede. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitit Greifswald. ) 
(Eingegangen am 29. November 1930.) 


Mit | Abbildung im Text. 


Der hier abgebildete Apparat ist fiir die Extraktion gréBerer 
Substanzmengen (etwa bis 5 kg, aber auch mehr) geeignet. Er arbeitet 
ebenso zuverlissig wie der bekannte Soxhlet-Apparat, hat aber vor 
diesem zwei Vorziige: 1. Wegen der Trennung von Siede- und Ex- 





&% 














- ree ee — 
































Abb. 1 


traktionsgefaB wird der Apparat auch bei Fillung mit groBer Menge 
Material nicht so stark belastet, daB die Gefahr des Zerbrechens besteht. 
2. Durch Anheizen des auBeren MantelgefiBes, in dem eine Fliissigkeit 
von gewiinschtem Kochpunkt siedet, kann die Extraktion bei einer 
ganz bestimmten Temperatur vorgenommen werden. 
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Der Apparat wird folgendermaBen in Betrieb gesetzt: Die Kappe K 
wird abgeschraubt und eine kleine Menge Glaswolle oder dergleichen 
auf den Boden des Zylinders A gebracht, um zu verhiiten, daB das 
zu extrahierende Material in das Rohr R gelangt. Dann wird mit dem 
zu extrahierenden Material etwa bis zur Héhe des auBeren Mantel- 
randes aufgefiillt und so viel Extraktionsmittel zugegossen, daB die 
Lésung gerade aus dem Rohr R iiberflieBen kann. Die Kappe K wird 
wieder aufgeschraubt, auf sie wird der Kihler S, gesetzt. 

Nun wird der Kolben £ mit geniigend Extraktionsmittel beschickt 
und — wie aus der Abbildung ersichtlich — mit dem ExtraktionsgefaB 
verbunden. Wird jetzt der Kolben £ erhitzt, so gehen die Dampfe 
durch C nach A und kondensieren sich im Kihler S,. Die kondensierte 
Flissigkeit passiert das zu extrahierende Material und lauft dann 
durch das Rohr R& wieder nach E zuriick. 

Soll der Inhalt des Zylinders A bei einer bestimmten Temperatur 
extrahiert werden, so wird das MantelgefaB B einige Zentimeter hoch 
mit einer Fliissigkeit vom gewiinschten Siedepunkt gefiillt. Wird nun B 
erhitzt, so erwarmt der Dampf der siedenden Flissigkeit das GefaB A 
und kondensiert sich im Kiihler S,. 

Die vorstehend beschriebene Apparatur kann in verschiedenen 
GréBen von der Firma Robert Goetze, Leipzig, NirnbergerstraBe bezogen 


werden. 
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Zur Kenntnis des Antiricins. 


Von 
Fritz Reuter. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des Krankenhauses Moabit in Berlin.) 
(Kingegangen am 3. Dezember 1930.) 


Mit 9 Abbildungen im Text. 
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1. Einleitung. 

Die Konstitution der Antikérper ist bisher vollig unbekannt ge- 
blieben, obwohl seit Jahrzehnten Versuche zur Isolierung und Kon- 
zentrierung angestellt worden sind. Wenn es auch heute noch unwahr- 
scheinlich ist, daB es mit den gegenwartigen Untersuchungsmethoden 
gelingen sollte, zu einer Reindarstellung oder Synthese der Antitoxine 
zu gelangen, so ist es doch denkbar, daB sich die Isolierung und Reinigung 
der Antitoxine auf den Stand der Enzymforschung bringen laBt. 

In der vorliegenden Arbeit, die ich auf Anregung von Herrn Prof. 
Dr. M. Jacoby ausgefiihrt habe', wurde das Antiricin als Vertreter 


' Die Arbeit wurde zum Teil mit Mitteln ausgefiihrt, welche die Not- 
gemeinschaft der Deutschen Wissenschaft dem Leiter des Laboratoriums, 
Herrn Prof. M. Jacoby, bewilligt hatte. 
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der echten Antitoxine untersucht. Das Antiricin wurde gewahlt, weil 
seine Messung durch Titration im Reagenzglas méglich ist. Es wird, 
wie unten im einzelnen angegeben wird, gegen das Ricin titriert, ein 
Toxin, welches als haltbares Priparat kauflich zu erwerben ist, mit 
dem sich angenehm arbeiten laBt, im Gegensatz zu den weit weniger 
handlichen bakteriellen Toxinen. Ferner erwies es sich als sehr vorteil- 
haft, daB sich das Antiricin sehr einfach in hinreichender Menge und 
Konzentration durch Immunisierung von Kaninchen und anderen 
Laboratoriumstieren herstellen 1aBt. Im Laufe der Arbeit iiberzeugten 
wir uns, daB es gelingt, die Antiricinpraparate fiir die Dauer der Unter- 
suchung haltbar herzustellen, so daB wir von lebenden Tieren und 
frischen Sera weitgehend unabhangig waren. 

Die bisher angewandten Methoden zur Reinigung und Konzen- 
trierung der Antitoxine gliedern sich in folgende Gruppen, wobei wir 
nur auf die wesentlichsten Verfahren eingehen wollen: 

1. Die Aussalzung mit Neutralsalzen. 

2. Die Dialyse, die Elektrodialyse, die Ultrafiltration, das Aus- 
frieren und ahnliches. 

3. Methoden, die auf biologischen Erfahrungen fuBen. Auch auf 
diese Weise lieBen sich eiweiBarme Antikérperlésungen herstellen. 

4. Adsorption und Elution. Seitdem man Antikérper kennt, 
hat man sie gereinigt, indem man sie mit Niederschlagen zur Ausfallung 
brachte und aus den Niederschligen zu extrahieren versuchte. 

Aus der neueren Periode der Adsorptionsmethodik, die durch 
R. Willstdtter eingeleitet wurde, stammen nur wenige Angaben iiber 
die Adsorption und Elution von Antikérpern. M. Eisler und M. Spigel- 
Adolf erzeugten einen Niederschlag von Aluminiumhydroxyd in dem 
Serum aus Aluminiumchlorid und Natriumhydroxyd. Durch nach- 
folgendes Behandeln mit verdiinntem Alkali gelang es, den Antik6érper 
wieder zu erhalten. 

Unter Benutzung der Aussalzung mit Neutralsalzen, den ver- 
schiedensten Adsorbenzien und Eluenzien gelang es in neuester Zeit 
H.v. Euler und Edv. Brunius*, einen Antikérper, den hamolytischen 
Ambozeptor, weitgehend zu reinigen. 

Uber Isolierungsversuche der Phytoantitoxine, zu denen das 
Antiricin gehért, liegen Angaben von M. Jacoby? und Fujiwara* vor. 


1 Diese Zeitschr. 204, 28, 1929. 

2 Ark. Kemi Mineral. Geol. Abt. B. 10, Nr. 8, 1, 1929; Svensk. Kem 
Tiskr. 41, 258, 1929. 

3 Siehe die zusammenfassende Darstellung von M. Jacoby, Handb. d. 
pathogenen Mikroorganismen von W. Kolle und A. v. Wassermann, 
III. Aufl , 3, 107 ff. 

* Diese Zeitschr. 140, 113. 1923. 
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Antiricin. 


Danach 14Bt sich das Antiricin zusammen mit anderen Serumeiweib- 
kérpern zwischen ein Viertel und ein Drittel Sattigung mit Ammon- 
sulfat aussalzen. Ferner ist es gegen Trypsin sehr bestandig. Auch 
gegen Erhitzen und gegen die Einwirkung sehr verdiinnter Schwefel- 
siure und Natronlauge ist es sehr widerstandsfahig. 

Das Anticrotin verliert nach Fujiwara bei Behandlung mit Calcium- 
phosphat seine Wirksamkeit. Eine Elution aus dem Adsorbat ist bisher 
kaum gelungen. 

In dieser Arbeit beschranken wir uns auf die Reinigung des Anti- 
ricins. Das Antiricin ist ein echtes Antitoxin. Es findet sich im Serum 
von Tieren, denen man Ricin in geeigneter Weise lingere Zeit ein- 
verleibt hat. Das Ricin ist ein Gift, das im Kern der Samen der Ricinus- 
pflanze enthalten ist und daraus durch Extraktion mit nachfolgender 
Reinigung erhalten wird. Die im Handel befindlichen Ricinpraparate 
enthalten neben dem Gift noch groBe Mengen EiweiB. 


II. Die Bereitung der Sera. 


Zur Immunisierung der Tiere wurde ein Ricinpraparat der Firma Merck 
benutzt, mit dem M. Jacoby schon vor etwa 30 Jahren gearbeitet hatte. 
Bekanntlich werden diese Ricinpraparate aus der Ricinusbohne durch 
Extraktion und nachherige Ausfallung der Extrakte mit Ammonsulfat mit 
anschlieBender Dialyse hergestellt. 

Als Tiermaterial wurden Kaninchen und eine Ziege genommen. 
Kaninchen wurden einmal gewahlt, weil ihre Unterbringung in den gegebenen 
Raumlichkeiten leicht méglich war, ferner aber auch, weil fiir die quantitative 
Bestimmung des Antiricins Kaninchenblutkérperchen angewendet werden 
sollten. Sie sind gut empfindlich gegen Ricin!'. 

Die Ziege wurde immunisiert, um fiir eine gréBere Versuchsserie ein 
hinreichendes Quantum einheitlichen Materials vorratig zu haben. (Uber 
die Brauchbarkeit des Ziegenserums siehe unten.) 

Zur Immunisierung kann man das Gift, das Ricin, entweder ver- 
fiittern oder einspritzen, indem man sich eine Aufschwemmung oder eine 
Lésung herstyllt. Beim Verfiittern zeigt sich das Ricin weit weniger giftig, 
was eine entsprechend lingere Immunisierungsdauer erfordern wiirde, mit 
der man aber auch nur bis zu einer geringen Héhe der Immunisierung 
kommen kann. Es wurde also von diesem etwas schonenderen Verfahren 
abgesehen und auf die Gefahr hin, eventuell ein paar Tiere schon nach 
den ersten Einspritzungen zu verlieren, die Immunisierung sofort durch 
Einspritzen begonnen. Da sich das Ricinpréparat viel besser in m/3 
Phosphatpuffer (Sérensen) py 7,17 aufnehmen lieB als in physiologischer 
Kochsalzlésung, in der ein groBer Teil ungelést blieb, wurde stets in diesem 
Lésungsmittel gespritzt. Die Lésungen waren homogen opak, und nur nach 
langerem Stehen setzte sich ein geringer Bodensatz ab, der vor dem Spritzen 
gut verteilt wurde. Wenn mdglich, wurden die Spritzlésungen jedesmal 
frisch hergestellt, sonst wurden sie im Eisschrank aufbewahrt, aber nie 
langer als 10 Tage verwendet. 

1 Siehe Tabelle von Kobert, zitiert von M. Jacoby, Handb. d. patho- 
genen Mikroorganismen, III. Aufl., 3, 111. 
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Die Immunisierung wurde angefangen mit einer Lésung, die 0,2 mg 
Ricin im Kubikzentimeter enthielt, genannt Lésung B. Beginnend mit 
0,5 cem 0,1 mg Ricin, wurden in Abstaénden von 7 Tagen steigende 
Mengen gespritzt, bis etwa 10 ccm (siehe als Beispiel das unten angegebene 
Immunisierungsprotokoll). Danach wurde zu der 25 mal starkeren Lésung A, 
enthaltend 5 mg Ricin im Kubikzentimeter, iibergegangen. Diese wurde 
ebenfalls in steigenden Mengen eingespritzt. Falls die Tiere es aushieiten, 
wurde bis zu 20 cem gesteigert, dann Lésung AA genommen, die 10 mg 
Ricin im Kubikzentimeter enthielt. Das Spritzen wurde so lange fort- 
gesetzt, als die Tiere sich noch nach der Einspritzung erholten und munter 
waren. Das Befinden der Tiere wurde nach ihrem Gewicht beurteilt. Durch 
tagliches Wiegen wurden alle Tiere laufend kontrolliert. 

In den ersten Tagen nach der Einspritzung pflegen die Tiere abzunehmen, 
um sich dann wieder so zu erholen, daB sie nach spatestens 7 Tagen wieder 
ihr altes Gewicht erreicht haben. Dieses ist der normale Verlauf der Ver- 
giftung. Hin und wieder dauert es aber etwas langer, bis sich die Tiere 
wieder erholt haben. Grundsatzlich wurde stets gewartet, bis die Tiere 
wieder ihr altes Gewicht erreicht hatten, ehe die nachste Einspritzung 
gemacht wurde. Zu erwahnen ist an dieser Stelle, daB nach der ersten 
Einspritzung eine besonders starke Gewichtsabnahme erfolgt, die selten 
wieder aufgeholt wird. 

Durch die vielen Einspritzungen wird das Fell der Tiere sehr in Mit- 
leidenschaft gezogen. An den Einstichstellen bilden sich Nekrosen und 
EKiterungen, die nicht wieder ausheilen. 


Beispiel einer Immunisieruna. 


(Protokoll Tier Nr. 36.) 





Detem.... 30. V. 7. VI. 15. VI. 23. VI. 30 VI. 10. VII. 
Gewicht ... 3310 2909 2840 290 2910 2920 
ecm Losung . 0.5B 10B 15B 2,9B 3,0B 4,0B 
mg Ricin . 0.1 0.2 0,3 0.4 0,6 0.9 
Datum... . 18. VII. 24.VIl. 30. VII. 6. VII. 14. VIII. 23. VIII. 
Gewicht .. - 2970 3000 2920 2900 8070 3030 
vem Lésung . 6,0 B 8,0B O4A 0,6 A O9A 12A 
= mg Ricin . 1,2 1,6 2,0 3,0 4.5 6,0 
Datum... . 31. VIII. 7. TX. 13, IX. 19. IX. 25. IX. | * 
Gewicht . - 2920 3020 3070 3050 3180 2990 
ecm Lisung . 16A 20 A 25A , SOA 3.8 A 4.54 
mg Ricin . 8,0 | 10,0 125 | 15,0 19,0 22.5 
Datum... . 8 X. 15. X. 22. X. 29. X. i XE. | 22 Xz 
Gewicht .. . 2900 3029 3000 3140 2950 3090 
eem Lisung . 5,5A 654A 8,0 A 10,9 A 12,0 A 135A 
= mg Ricin . 27,5 32,5 40,0 50.0 60,0 67,5 
Datum... . 29. XI. 1. XII. 19. XII. 28. XII. getétet. 
Gewicht .. . 3009 2960 2759 Das Serum enthielt 
cem Lisung 17,0 A 10.0AA 12,0AA 400 Einh.!eem 
— mg Ricin . 85,0 100 120 


In den meisten Fallen gelang es nicht, die Immunisierung so lange 
fortzufiihren, wie bei diesem Tier. Meist muBten die Tiere schon nach 
12 his 15 cem Lésung A getétet werden. 
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Es konnte die bekannte Tatsache bestatigt werden, das nach Er- 
reichung einer gewissen Immunitét diese nicht mehr durch erneute Gift- 
gaben gesteigert werden kann. In einem Falle konnte sogar eine Abnahme 
der Immunitét trotz gesteigerter Giftdosen konstatiert werden, die dann 
aber wieder aufgeholt wurde. 

Gewohnlich hatten die Tiere, wenn die Giftdosen bis zu 12 bis 15 cem 
Lésung A 60 bis 75 mg Ricin gesteigert worden waren, 250 bis 400 Anti- 
ricineinheiten im Kubikzentimeter!, Konzentrationen, die zum Arbeiten 
hinreichend waren. Dariiber hinaus sind nur ganz vereinzelte Immuni- 
sationen gelungen. 

Waren den Tieren gr6Bere Mengen Blut entnommen worden, so wurde 
der normale Spritzzyklus unterbrochen und mit der nachsten Spritzung 
bis etwa 1 Woche nach der Blutentnahme gewartet. Bevor die Tiere zur 
Serumgewinnung getétet wurden, wurde gewohnlich eine kleine Menge 
Blut zur Priifung auf Antiricin entnommen. 

Zur Serumgewinnung wurden die Tiere entblutet, und das Blut in 
Zentrifugenglasern aufgefangen. Nachdem diese einige Zeit gestanden 
hatten, wurde das Serum vom Blutkuchen durch Abstechen getrennt 
und méglichst scharf zentrifugiert. Es wurde hierbei sorgfaltig darauf 
geachtet, daB keine sonstigen Blutbestandteile in die Sera gelangten. 
Es gelang. von einem Tiere von 2,5 bis 3 kg Gewicht 50 bis 70 cem Serum 
im Durehschnitt zu gewinnen. 

Das so gewonnene Serum wurde nun im Faust-Heimschen Apparat 
bis zur Trockne eingeengt, um haltbare Trockenprapdrate zu erhalten. 
Die Trocknung wurde bei Zimmertemperatur vorgenommen. Der glasige. 
spréde Riickstand wurde nun in einem Morser zerrieben und in zuge- 
schmolzenen Réhrchen aufbewahrt. Im Laufe der Untersuchung zeigte 
es sich, daB diese Trockensera ausgezeichnet haltbar sind. 

Es wurde nun die auffallende Erscheinung beobachtet, daB der 
Antikérpergehalt der Trockensera beim Aufbewahren eine Zunahme 
erfahrt. Wahrend die Sera der immunisierten Tiere und Trockensera 
bald nach ihrer Herstellung meist einen Antiricingehalt von 250 bis 
400 Einh. pro Kubikzentimeter aufwiesen, wurde beilanger aufbewahrten 
Sera bis zu 1500 Einh. pro Kubikzentimeter gefunden. Ohne auf die 
méglichen Ursachen dieser Erscheinung naher eingehen zu_ wollen, 
beschranken wir uns auf die Feststellung dieser durch eine Reihe von 
Kontrollen bestatigten Tatsachen, wozu sich im Laufe der Arbeit noch 
Analogien zeigen werden. 

In derselben Weise wurde auch eine Ziege immunisiert, nur daB gleich 
von gréBeren Giftdosen ausgegangen wurde. Die Steigerung der Giftdosen 
wurde analog durchgefiihrt. ebenso die Verarbeitung des Blutes. 

Mit den so hergestellten Trockensera wurden die Versuche der Arbeit 
ausgefiihrt. Fiir die Versuche wurden stets Lésungen mit 10°, Serum- 
gehalt verwendet. Diese wurden folgendermaBen hergestellt: Unabhangig 
davon, wieviel Prozent Trockensubstanz des frischen Serums das Trocken- 
serum ausgemacht hatte, wurden «+ g Trockenserum mit 10 2ccm Wasser 
und 90 2ccem Verdiinnungsmittel (0,85 °,ige Kochsalzlésung oder m 3 


Definition der Antiricineinheit siehe S. 182. 
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Phosphatpuffer, py 7,17) méglichst gut gelést und vor der Verwendung 
durch scharfes Zentrifugieren vom ungeldésten befreit. 


Die Mehrzahl der Trockensera war in dieser Verdiinnung gut léslich 
und gab beim Zentrifugieren nur einen geringen Bodensatz. Trotzdem 
wurden sicherheitshalber alle Sera vor der Verwendung auf diese Weise 
geklart. 

Die so hergestellten Serumlésungen werden im folgenden stets als 
10 °,ige Serumlésung*t bezeichnet werden. Die Inkorrektheit, die sich 
aus der bei den Sera der verschiedenen Tiere differierenden Trocken- 
substanz ergibt, spielt in den Versuchen keine Rolle, da jedesmal der Anti- 
kérpergehalt vor dem Versuch bestimmt und die iibrigen sich im Versuch 
ergebenden Werte darauf bezogen werden. Dasselbe gilt auch fiir andere 
in den Sera bestimmte Faktoren. 


Bei dem Ziegenserum ergab sich der Ubelstand, daB es ein betracht- 
liches Agglutinationsvermégen fiir Kaninchenblutkérperchen besaB. Um 
die Vergleichsfahigkeit der mit Ziegenserum angestellten Versuche gegen- 
iiber den mit Kaninchenserum gemachten Versuchen nicht zu verlieren, 
konnte nicht zur Verwendung von Ziegenblutkérperchen gegriffen werden, 
ganz abgesehen davon, daB die Empfindlichkeit der Ziegenblutkérperchen 
gegeniiber Ricin! eine andere ist. Durch Voradsorption an Kaolin lieBen 
sich die Agglutinine zwar gr6éBtenteils entfernen, trotzdem war die Ver- 
wendung des Ziegenserums bald nach seiner Herstellung nicht sehr angenehm. 

Als nach einem halben bis dreiviertel Jahr wiederum mit dem 
Ziegentrockenserum gearbeitet wurde, zeigte es sich, daB es weit 
schlechter léslich geworden war, als normalerweise Kaninchensera 
desselben Alters. Gleichzeitig waren aber auch im gelésten Anteil 
die Agglutinine verschwunden, wahrend der Antiricingehalt etwas 
zugenommen hatte. (Wie bei den Kaninchensera, s. oben.) Vermutlich 
ist die Zunahme an Antiricin de facto gréBer gewesen, als es sich in 
den Lésungen zeigte. Denn der erhebliche ungeléste Riickstand ist 
sicher nicht ersch6épfend extrahiert worden. Ein rein qualitativer 
Versuch deutete in diese Richtung. Es wurde aber auf quantitative 
Extraktion verzichtet, um die Agglutinine nicht wieder in die Versuche 
hineinzubekommen. 


HI. Die Antiricinpriifungsmethode. 


Bekanntlich besitzt Ricin neben seiner Giftwirkung die Eigen- 
schaft, Blutkérperchen aus Suspensionen auszuflocken. Dieser Vorgang 
wird Agglutination genannt. Zur quantitativen Bestimmung des Anti- 
ricins wurde seine Eigenschaft benutzt, die blutkérperchenagglu- 
tinierende Wirkung des Ricins aufzuheben. Die Benutzung der 
Agglutinationswirkung des Ricins ist zweckmaBiger als die Ver- 
wendung anderer Ricinreaktionen, weil sie am _ eindeutigsten und 
bequemsten ist. 


1 Siehe Tabelle von Kobert, a. a. O. 
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Fiir alle folgenden Versuche wurde ein Ricinpraparat der Firma 
Merck benutzt, mit dem M. Jacoby vor etwa 30 Jahren einen Teil 
seiner Ricinuntersuchungen ausgefiihrt hatte!. 

In friiheren Versuchen wurde meist das Ricin in 0,85°,ige Koch- 
salzlésung aufgenommen und diese Aufschwemmungen benutzt. Es 
zeigte sich nun, daB sich das Ricinpraparat viel besser in m/3 Phosphat- 
puffer (px = 7,17) lost. Das veranderte Lésungsmittel macht fiir die 
Antiricinpriifung keinen Unterschied aus, insbesondere tauscht es 
Antiricin nicht vor. Wiirde das selbst der Fall sein, so wiirde auch das 
nichts am Endresultat andern, da dieser Fehler durch die eingerichteten 
Kontrollen sich tiberall vollkommen gleichmaBig finden wiirde und 
daher nirgends stéren kénnte. 


Fiir die folgenden Versuche wurde jeweils eine Stammlésung von 
0,05 °%, Ricingehait hergestellt, die nach dem Filtrieren etwa 8 Tage benutzt 
wurde. Uber Nacht und wenn sie nicht gebraucht wurde, stand sie im Eis- 
schrank. Diese Stammlésung wurde mit demselben Lésungsmittel | : 10 
verdiinnt. Diese Verdiinnung mit einer Konzentration von 0,05 mg Ricin 
im Kubikzentimeter diente zur Priifung auf Antiricin. 

Zur quantitativen Priifung auf Antiricin wurden Reihen in kleinen 
Reagenzglaschen von etwa 5ccm Fassungsvermégen angesetzt. 

Beispiel. Fiinf Reagenzglaschen, Serum, 10 ©, ig, in 0.85 °jiger Kochsalz- 
lésung: erstes Glas: 0,5 cem Serum, zweites Glas: 0,5cem Serum zu 
0.5cem Kochsalzlésung. Nach dem Durchmischen davon 0,5cem in 
das dritte Glas zu 0.5 eem Kochsalzlésung usw. 

Es enthielten also alle Glaschen 0.5 cem Fliissigkeit, mit in Zweier 
potenzen abnehmendem Serumgehalt. Es enthielt also das erste Glas 
0.5 cem, das zweite Glas 0,25 cem, das dritte Glas 0,125 cem, das vierte 
Glas 0.0625 cem, das fiinfte Glas 0.03125 cem 10 °,iges Serum. 

AuBerdem wurden in anderen Priifreihen von der Untersuchungs- 
fliissigkeit Volumina zwischen 0,5 und 0,1. cem in Absténden von 0,05 cem 
abgemessen und auf 0,5 cem aufgefiillt. 

Es wurde stets streng darauf geachtet, daB innerhalb einer Priifreihe 
die Reagenzglaschen durch nichts anderes unterschieden waren als durch 
ihren Antiricingehalt. So wurden z. B. in einer Reihe, in der mit Kochsalz 
lésung verdiinntes Serum untersucht wurde, auch mit diesem Lésungsmittel 
die Verdiinnungen" hergestellt. ; 

Zu allen Glasern wurden danach 0,5 cem 0,005°,ige Ricinlésung in 
m/3 Phosphatpuffer (py 7,17) zugegeben und durch Schiitteln mit der 
Hand gut durchgemischt. Nach 5 bis 10 Minuten wurden 2 Tropfen 20 °,iger 
Kaninchenblutkérperchen-Aufschwemmung zugesetzt, wieder gut durch- 
gemischt und auf 12 bis 24 Stunden kiihl gestellt. 

Die Blutkérperchen-Aufschwemmung wurde folgendermaBen her 
gestellt: Aus einer Ohrvene eines Kaninchens lie} man Blut in ein unter 
gehaltenes Porzellanschalchen tropfen und befreite es durch kraftiges 
Riihren mit einem Glasstab vom Fibrin. Danach wurde das Blut mit der 
Pipette genau abgemessen und in einem Zentrifugenglas durch mehrmaliges 


' Es war ein anderes Ricinpraparat, als zur Immunisierung benutzt 


wurde. 
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Waschen mit physiologischer Kochsalzlésung vom Serum befreit. Nach 
dem Abheben der letzten Waschfliissigkeit wurden die Blutkérperchen in 
fiinfmal soviel physiologischer Kochsalzlésung suspendiert, als urspriinglich 
Blut abgemessen worden war. 

Nach 12 bis 24 Stunden, d.h. am nachsten Tage, wurde abgelesen. 
In den Reihen, die Ricin und antiricinhaltiges Serum enthalten, sind 
nunmehr drei verschiedene Zustinde der Blutkérperchen zu unter- 
scheiden. Vollkommen unveranderte Blutkérperchen werden mit .,—+ “ 
bezeichnet; volkommen agglutinierte Blutkérperchen werden mit ,,—“ 
bezeichnet; mehr oder weniger starke, aber nicht vollstandige Agglu- 


“a 


tination, den Ubergang zwischen ,,+ und .,—‘* bildend, wird mit 
» +“ bezeichnet. 

Da es sich als unméglich erwies, mit dem bloBen Auge ganz schwach 
agglutinierte von unverinderten Blutkérperchen zu unterscheiden, wurde 
zur Ablesung ein Agglutinoskop der Firma Leitz benutzt. Mit dessen Hilfe 
ist es bei geringer Ubung sehr einfach, den Beginn der Agglutination fest- 
zulegen. Die Unterscheidung zwischen teilweiser und vollstandiger Agglu- 
tination ist dagegen weniger sicher. Das Haftvermégen der agglutinierten 
Blutkérperchen am Boden der Reagenzglischen ist stark abhaingig von 
der in dem betreffenden Reagenzglas vorliegenden Serumkonzentration, 
d. h. wohl von der Viskositét des Milieus. Fiillt man z. B. in ein Reagenzglas 
0,5 ecem Ricinlésung (= 0,025 mg Ricin) und 0,5 cem 0,85 °,ige Kochsalz- 
lésung oder m/3 Phosphatpuffer, dann haften die agglutinierten Blut- 
kérperchen nach der Wartezeit bis zum Ablesen fest am Boden und lassen 
sich nur durch starkes Schiitteln in kleinen Kliimpchen wieder aufwirbeln. 
Fiillt man dagegen in ein Reagenzglas 0.5 cem auf 10°, Serumgehalt ver- 
diinntes Normalserum und die gleiche Ricinmenge, dann lassen sich zum 
Ablesen die Blutkérperchen ziemlich leicht aufschiitteln. Es ist aber 
mit bloBem Auge allein schon erkennbar, daB sie stark agglutiniert 
sind, nur haften sie nicht fest an der GefaéBwand. DaB dieses kein 
vom Normalserum vorgetauschter Gehalt des Normalserums an Anti- 
ricin, sondern vielmehr eine Folge des Milieus ist, dafiir sprechen unten 
beschriebene Versuche. 

Wegen dieser Schwierigkeit beim Ablesen, d.h. beim Unter- 
scheiden der verschieden stark agglutinierten Réhrchen in einer Reihe, 
wurden fiir die quantitative Bestimmung nur diejenigen Proben ver- 
wendet, in denen die Blutkérperchen vollkommen unverandert, d. h. 
+ waren. DemgemaB wurde das Ma® fiir das Antiricin gewahlt 
und folgende Feststellung getroffen: 

Die kleinste Menge einer Fliissigkeit, die die agglutinierende Wirkung 
von 1 mg Ricin, gelist in m/3 Phosphatpuffer, py 7,17, gerade vollkommen 
aufhebt, enthalt 100 Antiricineinheiten (,,Antiricineinheit wird im 
folgenden der Kiirze halber ,,Einh.** genannt). 

Diese Festsetzung gibt natiirlich kein MaB fiir die absolute GréBe 
der gemessenen Antiricinmenge. Sie gilt nur fir das einheitlich fur 
die ganze Arbeit zur Priifung verwendete Ricinpraparat. Selbst- 
verstandlich ist es leicht méglich, die Wirksamkeit des Ricins durch 


Bezugnahme auf Blutkérperchen festzulegen und dementsprechend das 
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Antiricin darauf umzurechnen. Man braucht nur die geringste Menge 
Ricin zu bestimmen, die gerade keine Wirkung auf Blutkérperchen 
mehr erkennen 14Bt, um verschiedene Ricinpraparate und damit die 
an ihnen gemessenen Antiricinmengen vergleichen zu kénnen, eventuell 
sie darauf zu beziehen. Hierauf ist jedoch in dieser Arbeit verzichtet 
worden. Die Umrechnung ist aber jederzeit méglich. 

Beispiel der Berechnung: Ein Immunserum wird mit physiologischer 
Kochsalzlésung auf 10°, Serumgehalt verdiinnt und in dieser Verdiinnung 
gepriift. Jedes der Reagenzglischen enthalt 2 cem verdiinntes Serum und 
(0.5 x) cem physiologische Kochsalzlésung und 0,5 cem Ricinlésung 
(= 0,025 mg Ricin). 





Glas Nr: 1 2 3 4 5 6 7 
ccm Serum... 0,5 0,25 0,125 0.0625 0.031 0.015 0 
Ablesung. .. . + ; + 1. ; 


Die geringste Menge Serum, die 0,025 mg Ricin vollkommen entgiftet. 
sind 0.0625 cem 10°,iges Serum. 1 cem Serum entgiftet also 0,4 mg Ricin. 
Nach obiger Festsetzung enthalt also | cem des verdiinnten Serums 40 Anti 
ricineinheiten, 1 cem des unverdiinnten Serums 400 Einh. 


IV. Adsorptionsversuche mit verschiedenen Kaolinen. 
A. Kaolin und Antiricin. 


Willstdtter und seine Schule haben Kaolin mit bestem Erfolg dazu 
verwendet, durch Adsorption und Elution Fermentlésungen zu reinigen. 
Durch sinngemaBe Ubertragung seiner Methodik auf antiricinhaltiges 
Serum sollte versucht werden, dieses entweder durch Adsorption 
nichtantitoxischer EiweiBanteile an Antitoxin anzureichern oder durch 
Adsorption des Antitoxins dieses von Eiweibfaktoren zu trennen und 
aus den Adsorbaten durch Elution reiner zu gewinnen. 

Es standen folgende Kaolinpriparate zur Verfiigung: |. Ein altes 
Laboratoriumspraparat. 2. Vier von der AEG freundlichst zur Ver- 
fiigung gestellte Praparate’. Erste Lieferung genannt: AEG 1 und 
AEG 2 alt. Zweite Lieferung genannt: AEG 2 neu und AEG 3. 3. Eim 
von der staatlichen Porzellanmanufaktur ‘in Berlin freundlichst zur 
Verfiigung gestelltes Praparat. 

Ferner wurde neben den Kaolinen auch Bolus alba untersucht. 

Im Zentrifugenglas wurde zum Kaolin, das im Morser verrieben 
und danach fein gesiebt worden war, das verdiinnte Serum zugegeben 


! Die Fabrik teilt uns mit, daB in Praparat 2 und 3 Tone héchster 
Reinheit vorliegen (97 bzw. 98,5°) Tonsubstanzgehalt). Organische 
Beimengungen sind nur in Spuren vorhanden. Ebenso sind Verunreinigungen 
durch Eisenoxyd, Calcium- und Magnesiumoxyd in fiir praktische Zwecke 
vernachlassigbarer Menge nachzuweisen.“ 
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und mit einem diinnen Glasstab das Kaolin médglichst gleich- 
maBig verteilt, jedenfalls so lange geriihrt, bis sich keine gréberen 
Partikelchen mehr am Glase zerdriicken lieBen. Von da an wurde 
in diesen ersten Versuchen etwa eine halbe Stunde bis zum Zentri- 
fugieren gewartet. 

Versuch 1. 


Trockenserum Nr. 38, 10° ig, in physiologischer Kochsalzlésung. Ks 
enthalt 62,5 Einh./cem. 5 cem verdiinntes Serum zu 0,5 ¢g Kaolin. 





Einh./jecm nach 


Bezeichnung des Kaolins der Adsorption adsorbiert 
AEG 1 16,7 73 
AEG 2 alc. ; 29,0 68 
PR se see Ss 16,7 73 
Laboratoriumspriparat 25,0 60 


Versuch 2. 


Trockenserum Nr. 46, 10° ig, in physiologischer Kochsalzlésung. 45 ccm 
davon zu 1g Bolus alba. Vor der Adsorption: 25 Einh.,cem. Nach det 
Adsorption: 5 Einh./eem, d.h. es sind 80°, adsorbiert worden. 


Versuch 3. 


Trockenserum Nr. 36, verdiinnt wie oben, enthalt 25 Einh./cem. Zu 5 ccm 
Serum 1 g Kaolin gegeben. 





Einh.'cem nach 0 


Bezeichnung des Kaolins der Adsorption eitsigubtnes 
AEG 2 alt. . “ ; 10 69 
AEG 2 nen. . : 8.3 67 
AEG 3 8.3 67 


Die angegebenen Versuche zeigen, daB sich die verschiedenen 
Kaoline in ihrer Adsorptionstiichtigkeit fiir Antiricin nicht wesentlich 
unterscheiden. Unter den gewahlten Versuchsbedingungen werden 
60 bis 70°, des gebotenen Antiricins adsorbiert. Die relative GréBe 
dieser Adsorption ist, wie auch unten angegebene Versuche zeigen 
werden, unabhangig davon, wie groB der Antiricingehalt des zur 
Adsorption gewahlten Serums gewesen ist. Fiir den Verlauf der Adsorp- 
tion ist also wohl anzunehmen, daB sich zwischen Adsorbens und Ad- 
sorbendum ein Gleichgewicht herstellt derart, daB 60 bis 70°, des 
Antiricins vom Adsorbens aufgenommen werden. 


Um zu entscheiden, ob eine andere Technik als die bisher ver- 
wandte den Adsorptionseffekt verbessern kann, wurde folgender 
Versuch angestellt. 
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Versuch 4. 


0,05 g Trockenserum Nr. 38 wurden in 2 ccm physiologischer Kochsalz 
losung gelést, ferner 0,5 g Kaolin in 3 cem Kochsalzlésung auf der Schiittel- 
maschine wahrend einer halben Stunde gut verteilt und diese Suspension 
zum Serum zugesetzt, so daB wieder, wie oben, 0,5 g Kaolin auf 5 ccm 
Serum treffen. Dieser Versuch wurde zusammen mit Versuch | mit dem 
gleichen Kaolin ausgefiihrt und ergab dasselbe Resultat. 

Es macht also keinen Unterschied, ob man das Kaolin durch 
Riihren mit einem Glasstab im Zentrifugenglas erst fein verteilt oder 
ob man schon eine homogene Suspension zusetzt. 


Ferner wurde untersucht, ob die Zeit, wihrend der das Kaolin 
vor dem Zentrifugieren in der Lésung verteilt ist, auf die GréBe der 
Adsorption einen EinfluB hat. Es zeigte sich kein Unterschied, ob man 
mit dem Zentrifugieren ein bis zwei Stunden wartete oder ob man 
sofort nach der Zugabe des Kaolins zum Serum zentrifugierte. 


Fiir alle folgenden Versuche mit Kaolinen wurde einheitlich 
10 Minuten nach dem vollstandigen Aufriithren mit dem Zentrifugiere1 
gewartet, was nach dem Vorausgegangenen sicher ausreichend ist, 
um mit den gewahlten Mengen das Maximum der Adsorption zu er- 
reichen. 


Nach R. Willstdtter und K. Schneider’ kann man Kaolin durch 
Behandeln mit konzentrierter Salzsaure in seiner Adsorptionstichtigkeit 
sehr verbessern. Zu diesem Zwecke wurden 500 g Kaolin mit 1500 cem 
reiner Salzséure (1,19) gekocht. Dieses wurde zweimal wiederholt, 
nachdem inzwischen die durch Eisen stark gelb gefairbte Lésung 
durch Dekantieren und Waschen mit Wasser entfernt worden war. 
Am SchluB wurde mit destilliertem Wasser bis zur Chlorfreiheit 
des Wassers gewaschen, danach der Kaolinschlamm in_ diinner 
Schicht auf Glasplatten ausgestrichen, an der Luft getrocknet und 
fein gesiebt. . 

Nach diesem Verfahren wurden dreimal aus AEG 2 neu gereinigte 
Praparate hergestellt, die folgende Bezeichnungen tragen: AEG'2 HCI I, 
IT und Il. 

Der Vergleich zwischen dem gereinigten und dem ungereinigten 
Kaolin ergab folgendes: 


Versuch 36. 


Trockenserum Nr. 36, 10°,ig, in Kochsalzlésung, enthalt 25 Einh. ecm, 
1g AEG 2 neu zu 5cem Serum nach der Adsorption: 8.3 Einh./eem, d. h. 
67°, adsorbiert. Ig AEG 2 HCI1 zu 5cem Serum: 100°, adsorbiert. 


' Zeitschr. f. phys. Chem. 133, 193, 1924. 
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Versuch 6. 


Dasselbe Serum wie im Versuch 5. Verschiedene Mengen AEG HCl I zu 
5cem Serum. 





Kaolin Einh./eem in der 0 


g Restlisung adsorbiert 
0,10 25 0 
0,25 12,5 50 
0,50 5 mehr als 80 
0,75 100 


Die Adsorptionsfahigkeit des Kaolins wird durch die Reinigung 
also mehr als verdoppelt: wihrend vom ungereinigten AEG 2 neu 1 g 
aus 5cem 10°,igem Serum 67°, des Antiricins adsorbiert, werden 
von 0,5 g gereinigtem AEG 2 neu, dem AEG 2 HCII, iiber 80°, ad- 
sorbiert. 


B. Kaolin und Stickstoff. 


Es war oben als Ziel der Kaolinadsorption angegeben worden, 
entweder das Antitoxin aus dem Serum zu adsorbieren, so daB die 
nicht antitoxinfiihrenden EiweiBfraktionen in der Adsorptionsrest- 
lésung zuriickbleiben, oder die nicht zum Antitoxin gehérende EiweiB- 
fraktion zu entfernen, so daB das Antitoxin in der Restlésung verbleibt. 
Wie die bisher angefiihrten Versuche ergeben, wird das Antiricin leicht 
vom Kaolin adsorbiert, und es war nun zu untersuchen, ob mit der 
Adsorption des Antiricins die des EiweiBes parallel geht. Zu diesem 
Zwecke wurden Mikrostickstoffbestimmungen nach der Methode von 
Kjeldahl gemacht. 

Zur Destillation wurde die Apparatur nach Leonor Michaelis von den 
Vereinigten Fabriken fiir Laboratoriumsbedarf Berlin benutzt. Wie die 
folgenden Versuche zeigen, verhalten sich antitoxische Sera genau wie 
normale in bezug auf die EiweiBadsorption, deshalb konnten orientierende 
Versuche stets mit normalen Kaninchensera ausgefiihrt werden. 


Versuch 7. 


Normales Kaninchenserum, mit Kochsalzlésung auf 10°, Serumgehalt 

verdiinnt, enthalt 0.944 mg N/cem. Zu 10 cem dieses Serums werden ver- 

schiedene Mengen verschiedener Kaoline zugesetzt. In den Restlésungen 
wurde der Stickstoff bestimmt. 





0 


Zaoli mg N/ecm in der Se . “ ver 

ye Restideung Ww iedergefunden adsorbiert 
oe! Ss ee eee 0,374 39,7 60,3 
2g AEG 2Zalt..... 0,509 54 46 
2g AKG 2 neu .... 0,476 50,5 49,5 
Be meee .. ste 0,593 53.3 46,7 
lg AEG 2HCIT.... 0,503 53,3 46,7 
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Es wurde also von | g des gereinigten Kaolins annahernd eben- 
soviel Stickstoff adsorbiert wie von 2g der vier ungereinigten AEG- 
Praparate. 

Es war nun wesentlich festzustellen, ob die Adsorptionsfahigkeit 
des Kaolins fiir Eiwei® linear ansteigend verlauft, wenn steigende 
Kaolinmengen zu einer bestimmten Serummenge hinzugesetzt werden, 
oder ob die Kurve umbiegt, ehe ein groBer Teil des EiweiBes adsorbiert 
worden ist. Das wiirde darauf hinweisen, daB das Kaolin einen be- 
stimmten Anteil des Serums adsorbiert, d.h. also die Adsorption 
spezifisch fiir eine bestimmte Serumfraktion ist und das Ende der 
Adsorption erreicht ist, wenn die Adsorptionsrestlésung an dieser 
adsorbierbaren Fraktion verarmt ist. 


Versuch &. 
Normales Kaninchenserum, mit Kochsalzlésung auf 10°, Serumgehalt ver- 
diinnt. Zu 10 cem werden steigende Mengen AEG 2 alt hinzugesetzt und 
der Stickstoff in den Adsorptionsrestlésungen bestimmt. Das Serum 
enthalt 0,800 mg N/eem. 





Kaolin r Ni/eem ip 9%o i 
g dos Uaciome adsorbiert Mittelwert 

0,25 0,746 7 

0,713 11 9 
0,50 0,686 14 

0,668 17 15.5 
0.75 0,692 14 

0.680 15 14.5 
1,00 0,610 24 

0,606 24 24 
1,50 0,514 36 

0.501 37 36.5 
2.00 0,429 46 

0,392 51 48.5 


Versuch 9. 
Zu l0cem Trockenserum Nr. 45 (10°,ig in Kochsalzlésung) werden ver 
schiedene Mengen AEG 2 HCIII zugegeben und in den Adsorptionsrest 
lésungen das Antiricin und der Stickstoff bestimmt. Das Serum enthalt 
40 Einh./cem und 1,11 mg N cem. 





Stickstoff Antiricin 
Kaolin - 
mg N/cem in %9 Einh. cem 0 
g der Restlésung adsorbiert Restlisung adsorbiert 

0,125 1,00 10 40 0 
0,25 0,91 i8 33,3 17 
0,50 0,745 33 20 50 
0,75 0,61 45 10 75 


1.00 0.475 57 fast tast LO 
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Die Adsorption des EiweiBes, gemessen an der Adsorption des 
Stickstoffs, ist bis zu einer Adsorption von im Durchschnitt 55°, des 
urspringlich vorhandenen EiweiBes, unter Einbeziehung anderer 
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Versuche, proportional der Kaolinmenge. Fiir gréBere Kaolinmengen 
konnten die Werte nicht bestimmt werden, weil das zum Serum zu- 
gesetzte trockene Kaolin zuviel von der Fliissigkeit aufsaugt, so dab 
nicht ausreichende Mengen der Restlésung zur Verfiigung standen. 
Aus den beiden Versuchen 1aBt sich schlieBen, daB die Adsorption des 
EiweiBes durch Kaolin aus Serum keine spezifische fiir einen bestimmten 
EiweiBanteil des Serums ist, z. B. fiir die Globuline, daB vielmehr 1 g 
Kaolin imstande ist, sich mit einer bestimmten Menge EiweiB zu beladen. 


Es war nun noch festzustellen, wie die Adsorption von Antiricin 
durch Kaolin verlauft, wenn man die Konzentration des Serums, aus 
dem adsorbiert werden soll, andert. 


Versuch 10. 


Serum Nr. 44 (10°,ig in Kochsalzlésung, ebenfalls 5°,ig). Zu beiden Ver- 
diinnungen verschiedene Kaolinmengen gegeben. 





AEG 1 auf AEG 1 auf 
5 ecem 16) ig. 0/9 des 10 ecem 5% /oig. o, des 
Serum AR* adsorbiert Serum AR adsorbiert 
£ £ 
05 40 0.5 40 
1,0 70 1,0 62,5 
1.5 85 1.5 mehr als 66 
* AR = Antiricin. 


Dieser Versuch ergibt, daB sich kein Unterschied zeigt, ob man aus 
5 oder 10°, Serum adsorbiert, wenn man im Adsorbens die gleichen 
Mengen Antikérper zur Verfiigung stellt. 
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Um einen spezielleren Einblick in die Art des Adsorptionsvorganges 
zu gewinnen, wurde nach der Methode von van Slyke der primar ge- 
bundene Aminostickstoff bestimmt?. 

Es wurde mit einer Mikroapparatur. gearbeitet. Das GefaB zum 
Abmessen der Untersuchungsfliissigkeit faBte 2cem, die GasmeB- 
biirette 30 ccm. 

Trotzdem sich in der Literatur Angaben dariiber finden, daB sich 
Serum mit dieser Methode nicht analysieren laBt?, da das Schiumen 
das Arbeiten unméglich macht, gelang es bei einiger Ubung, 10 °,iges 
Serum zu verarbeiten. Man muBte nur geniigend Octylalkohol (sekun- 
dir I, Kahlbaum) zusetzen. Meistens reichten 5 bis 8 Tropfen auf 
1,5 bis 2cem 10°, iges Serum. 

Fir einfach gebaute Aminosauren und Peptide geniigen 5 Minuten 
als Reaktionsdauer. Fir kompliziert zusammengesetzte Substanzen 
reicht diese Zeit aber auch nicht immer aus*. In unserem Falle, fiir 
Serum, zeigte es sich, daB erst nach 10 Minuten die Hauptmenge des 
reaktionsfahigen Stickstoffs entbunden worden war. LieB man die 
Reaktion noch langer gehen, so wurden noch geringfiigige Stickstoff- 
mengen entwickelt, ohne daB ein Endpunkt der Reaktion festgestellt 
werden konnte. Wahrscheinlich wurde durch Séurehydrolyse das 
EiweiB zersetzt und neue Aminogruppen gebildet. 

Fiir alle folgenden Versuche wurden 10 Minuten als Reaktionsdauer 
gewahlt, wahrend deren das ReaktionsgefaiB so stark wie méglich mit einem 
Motor geschiittelt wurde. Zur Absorption des dabei gebildeten Stickoxyds 
geniigten in der Regel 3 Minuten Schiitteln mit alkalischem Kalium- 
permanganat. 

Im folgenden werden die Protokolle angefiihrt tiber Versuche, in 
denen zu einer bestimmten Serummenge wechselnde Mengen Kaolin 
zugesetzt und die Anderungen des Gesamtstickstoffs und des Amino- 
stickstoffs verfolgt wurden. 





60 
x Yo 
840 . Abb. 2 (zu Versuch 11). 
S Adsorption von 
B20 Gesamt-N und Amino-N e 
durch Kaolin 











1 Eine genaue Beschreibung der Apparatur und der Arbeitsweise 
findet sich: C. Oppenheimer u. L. Pincussen, Methodik der Fermente. 
5. Aufl., und zwar im Artikel von W. Grassmann, S. 948 ff. 

2 Kupelwieser u. Singer, diese Zeitschr. 178, 324, 1926. 

3 L. Rosenthaler, diese Zeitschr. 207, 298, 1929: sonstige Literatur siehe 
C. Oppenheimer u. L. Pincussen, a. a. O., S. 987 ff. 





190 F. Reuter: 


Versuch 11. 
Normales Kaninchentrockenserum (10°,ig in Kochsalzlésung) enthalt 
0,988 mg Gesamt-N /ecm, 0,085 mg Amino-N /cem, d. h. 8,6 % des Gesamt-N 
sind als reaktionsfaihiger, primar gebundener Amino-N bestimmt worden. 





AEG 2HC1 III zu 20 cem Serum 


lg 2¢ 3¢g 

In der Restlosung: 

mg Gesamt-N/eem. . . 0,777 0,614 0,505 

Prozent adserbiert . . 21,4 35,8 48.8 

mg Amino-N/eem .. . 0,083 0,065 0,056 

Prozent adsorbiert 0 21.7 32.5 

Prozeut des Gesamt-N 

als Amino-N ..... 10,7 10,6 11,1 
Am Kaolin: 

eS 4,22 7,66 9,66 

mg Amino-N.... . 0 0,36 0,54 

Prozent des Gesamt-N 

als Amino-N ..... 0 4,7 5.6 


Versuch 12. 


Norm. Kaninchentrockenserum (10 ° jig in Kochsalzlésung enthalt 1,022 mg 
Ges.-N /cem, 0,086 mg Amino-N /eem, d. h. 8,4 °, des Ges.-N sind als Amino-N 
bestimmt worden. Zu 20 ccm Serum wurden steigende Mengen Kaolin zu- 
gesetzt und in den Restlésungen der Ges.-N und der Amino-N bestimmt. 





AEG 2HCI III zu 20 cem Serum 





























lg 2Q¢ 3¢ 
In der Restlosung: 
mg Gesamt-N/cem . . 0,841 0,604 0,554 
Prozent adsorbiert . . 17,8 36,1 49,5 
mg Amino-N/eem . . . 0,085 0,067 0,060 
Prozent adsurbiert . . 0 22 30 
Prozent des Gesamt-N 
als Amino-N ..... 10,1 10,2 10,8 
Am Kaolin: 
ere % 3,62 7,36 9,36 
mg Amino-N..... 0 0,38 0,52 
Prozent des Gesamt-N i - 
als Amino-N ..... 0 5,2 5,5 
60 N 60 7 
Y) t- 
*. 7 gest A * 
L 40) : 340 
N 207 S 
5S agin S 
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a + 3, , 
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\bb. 3 (zu Versuch 12). Abb. 4 (zu Versuch 13). 
Adsorption von Gesamt-N und Amino-N durch Kaolin. 











Normales Kaninchentrockenserum (10 °,ig in Kochsalzlésung). 
1,022 mg cem, Amino-N: 


Antiricin. 


Versuch 15. 
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Gesamt-N : 


0,075 mg/cem, d. h. 7,3.% des Gesamt-N. 





AEG 2HC1 IIL zu 20cem Serum 


3 


In der Restlésung: 
mg Gesamt-Nicem. 0,829 0,771 0,524 
Prozent adsorbiert 18.5 24,6 48,9 
mg Amino-N/cem 0,074 0,061 0,055 
Prozent adsorbiert 0 18.6 29,2 
Prozent des Gesamt-N 
als Amino-N 8,4 7.9 10.1 
Am Kaolin: 
mg N p42 5,76 7,53 14,94 
mg Amino-N <% 9 0,42 0,66 
Prozent des Gesamt-N 
als Amino-N 0 5.6 44 


Versuch 14. 


Trockenserum Nr. 49 (10 °,ig in Kochsalzlésung) enthalt 1,131 mg Gesamt- 

N /ecm, 0,082 mg Amino-N ‘ccm, d. h. 7,25°, des Stickstoffs als Amino-N, 

25 Einh. /cem, d. h. 4.25 mg N/100 Einh. und 0,33 mg Amino-N 100 Einh. 

Zu diesem Serum werden steigende Mengen Kaolin gegeben und in den 

Restlésungen das Antiricin, der Gesamt-N und der Amino-N_ bestimmt. 

Die fiir die adsorbierten Mengen angefiihrten Werte sind aus diesen Zahlen 
berechnet worden. 








AEG 2HC! IIT zu 20cem Serum 


lg 2¢ 3g 
In der Restlésung: 
mg Gesamt-N/cem 0,807 0,629 0,508 
Prozent adsorbiert 28,7 44,4 55,1 
mg Amino-N/ecm 0,079 0,067 0,061 
Prozent adsorbiert (4) 18 26 
Einh.'cem . j 16,7 6,25 <. 5 
Prozent adsorbiert 33.3 75 ~~ 80 
mg N/100Kinh.. . . . 4.84 10 > 10 
mg Amino-N_100 Einh. 0,427 1,07 > 10 
Prozent des Gesamt-N 
als Amino-N 98 10 12 
Am Kaolin: 

mg N 6.48 10,0 12.5 
mg Amino-N..... 0,06 ? 0,30 0,42 
Prozent des (iesamt-N 
als Amino-N ' 09% 3,0 35 
Einh. adsorbiert . 166 375 ~ 400 
mg N/100 Einh. . eo 3.9 2,7 3,1-2,5 
mg Amino-N/100Einh. . 0,0036 ¥ 0,08 0,1-0,08 
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Abb. 5 


Adsorption yon 
Antiricin, Gesamt-N 
und Amino-N durch 

Kaolin 














DaB der Quotient Gesamtstickstoff zu Aminostickstoff ziemlich 
konstant ist, zeigt folgende Tabelle, in der auch nicht aufgefiihrte 
Versuche beriicksichtigt werden. 





Amino-N in °/o 


» | 2 2 -N co F. j -N 7 ““ “4 A 
Gesamt-N pro ccm) Amino-N pro cem des Gesamt-N 


1,022 0,075 7,3 
0,988 0,085 8,6 
1,022 0,086 8.4 
1,085 0,085 7,8 
1,082 0,091 84 

~ 0,085 oe 
1,115 0,090 8,0 


Aus den Versuchen 11 bis 14 lassen sich folgende Folgerungen 
ableiten: 


1. Werden zu einer bestimmten Menge mit Kochsalzlésung auf 
10 °,, Serumgehalt verdiinnten Serums steigende Mengen Kaolin gegeben, 
so wird neben Antiricin stets EiweiB adsorbiert. Diese Adsorption 
kann gemessen werden durch Bestimmung des Gesamtstickstoffs in 
den Restlésungen nach Kjeldahl und des Aminostickstoffs nach 
van Slyke. 


2. Bestimmt man den Gesamtstickstoff in den Restlésungen und 
berechnet daraus, wieviel Prozent des urspriinglich vorhandenen 
Stickstoffs adsorbiert worden sind, so sind diese den zugesetzten Kaolin- 
mengen bis zu einer Adsorption von 50°, annahernd proportional, 
wenigstens dann, wenn man von den mit kleinen Kaolinmengen er- 
haltenen Werten absieht. 
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3. MiBbt man dagegen den Aminostickstoff nach van Slyke in den 
Restlésungen, so zeigt sich, daB geringe Mengen Kaolin keine Abnahme 
des Aminostickstoffs verursachen. 1 g gereinigtes Kaolin vermag wohl 
schon 20 bis 30°, des Gesamtstickstoffs aus 20 cem Serum zu adsor- 
bieren, wahrend der Aminostickstoff noch unverandert bleibt. Dieses 
Resultat liegt durchaus auBerhalb der Fehlergrenze der Methode, mit 
der die 20 bis 30 °,,, welche beim Parallelgehen mit dem Gesamtstickstoff 
in Frage kamen, ohne weiteres gefunden wiirden. Infolgedessen reichert 
sich das reaktionsfihige Aminogruppen tragende EiweiB in den Rest- 
lésungen an. Wahrend normalerweise im Serum 7,5 bis 8,6", des 
Gesamtstickstoffs als Aminostickstoff bestimmbar waren, steigt dieser 
Prozentsatz bei der Einwirkung von 1 g Kaolin auf 20 ccm 10° igen 
Serums auf 9,5 bis 12°, in den Adsorptionsrestlésungen an und bleibt 
bei der Einwirkung gréBerer Kaolinmengen auf dieselbe Serummenge 
annaihernd konstant. 


4. Berechnet man den Gesamtstickstoff und den Aminostickstoff 
des am Kaolin adsorbierten EiweiBes aus den aus den Restlésungen 
erhaltenen experimentellen Daten, so erhilt man das Spiegelbild. 
Nach der Adsorption aus 20ccm Serum ist 1g Kaolin mit amino- 
gruppenfreiem EiweiB beladen; 2g Kaolin sind mit EiweiB beladen, 
das nur zu 3,5 bis 4,5°% des Gesamtstickstoffs aus reaktionsfaihigem 
Aminostickstoff besteht. Das gleiche gilt auch fiir die Adsorption 
durch 3g Kaolin aus 20 ccm Serum. 


5. Steigende Kaolinmengen adsorbieren aus derselben Serum- 
menge steigende Mengen Antiricin. Wahrend aber der Gesamtstickstoff 
erst zu 50°, der Aminostickstoff erst zu 25 bis 30°, adsorbiert ist, 
sind vom Antiricin schon fast 100°, adsorbiert. Diese Beobachtung 
ist eine Bestaétigung der Tatsache, daB zum mindesten ein begrenzter 
Teil des im Serum enthaltenen EiweiBes leicht vom Antikérper trennbar 
ist. DaB sicher ein bestimmter Anteil der SerumeiweiBkérper mit dem 
Antikérper in keiner Beziehung steht, war aus den Aussalzungsversuchen 
der Literatur zu entnehmen. Noch nicht bekannt war bisher, dap die 
EiweiBkérper, die entweder die Trager der Antiricinwirkung sind oder 
sich vorliufig noch nicht vom Antiricin trennen lassen, keinen Amino- 
stickstoff enthalten, der sich mit der angewandten van-Slyke-Mikromethode 
nachweisen laBt. Meines Wissens ist diese Frage bisher fiir Antikérper 
noch nicht bearbeitet worden. 


6. Aus diesen Versuchen mit normalen und antitoxinhaltigen Sera 
wird die Vorstellung gewonnen, da8B aus einer bestimmten Menge Serum 
kleine Mengen Kaolin nicht reaktionsfahige Aminogruppen tragendes 
EiweiB zusammen mit dem Antiricin adsorbieren, gréBere Mengen 
Kaolin aber auch nicht zum Antiricin gehérendes EiweiB adsorbieren, 
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welches reaktionsfahige Aminogruppen tragt, so daB sich in den fir 
die gréBeren Kaolinmengen gewonnenen Zahlen zwei Vorgiinge iiber- 
lagert haben. 

C. Elutionen aus Kaolinadsorbaten. 

Die bisherigen Versuche zeigen, daB Kaolin sich ausgezeichnet 
dazu eignet, aus Serum das Antiricin durch Adsorption zu entfernen. 
Gleichzeitig wurde aber auch festgestellt, daB mit dieser Adsorption 
des Antiricins stets auch eine Adsorption von Eiwei®B parallel geht. 

Im folgenden soll nun untersucht werden, ob es méglich ist, durch 
geeignete Eluenzien das im Adsorbat fixierte Antiricin wieder in Lésung 
zu bringen. 

Zunichst soll durch ein genaues Versuchsprotokoll die angewandte 
Technik erlautert werden. Darauf werden dann in einer Tabelle die 
Ergebnisse der Elutionsversuche zusammengestellt und dann im 
einzelnen besprochen werden. 


Versuch 145. 


Trockenserum Nr. 36 wurde mit physiologischer Kochsalzlésung auf 10°, 
Serumgehalt verdiinnt. Die Lésung enthielt 20 Einh./ccm. 


Zu 5 cem dieses Serums, enthaltend 100 Einh., wurden 0,5 g AEG 1 
gegeben und wie iiblich nach 10 Minuten zentrifugiert. Die Adsorptions- 
restlésung wurde abgehoben und das Zentrifugenglas sorgfaltig mit Filtrier- 
papier ausgetrocknet, ohne daB das Adsorbat dabei beriihrt wurde. Zu 
dem so vorbereiteten Niederschlag wurden nun zur Elution 2,5 cem m/3 
Phosphatpuffer, py 7,17, zugegeben und das Adsorbat mit einem Glasstab 
darin verteilt. Nach 10 Minuten wurde zentrifugiert. 

In der Adsorptionsrestl6sung und in der Elution wurde der Antiricin- 
gehalt bestimmt. Erstere enthielt noch 12,5 Einh./cem, d. h. es sind 37,5 %, 


gleich 37,5 Einh. adsorbiert worden. In der Elutionslésung wurden 
5 Einh./eem bestimmt, d.h. 12,5 Einh. in 2,5cem. Es sind also 33°, 


des Adsorbierten eluiert worden. 

Wir muBten uns nun dariiber klar sein, was wir bei der Elution iiber- 
haupt erwarten durften: Die geringste Antiricinkonzentration, die mit 
der Priifmethode meBbar noch bestimmt werden konnte, war 5 Einh./cem. 
Die zur Elution genommenen 2,5 cem muBten also mindestens 2,5mal 
5 Einh., also 12.5 Einh. enthalten, damit sie quantitativ erfaBt werden 
konnten. Das bedeutet bei einer Adsorption von 37,5 Einh. 33% des 
Adsorbierten. Geringere Elutionen waren nicht bestimmbar. 


In der folgenden Tabelle werden die Erfahrungen, die in Ver- 
suchen zur Elution von Antiricin, das an Kaolin adsorbiert worden ist, 
mitgeteilt werden. Als Eluens diente einheitlich m/3 Phosphatpuffer, 
pa 7,17. 

An dieser Stelle mu8 erwahnt werden, da8 auch Ammoniumphosphat 
als Eluens versucht wurde. Es zeigte sich aber, da8 sich Ammoniumphosphat 

- weder primiares noch sekundares nicht anwenden la6t, da Kontrollen 
ergaben, daB das Ammonion die Priifung auf Antiricin stért. 








AE Ppp 











Pe 








PCAN Gang poo 30 
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Zusammenstellung 


der Elutionsversuche mit Phosphatpuffer, m/3, pH 7.17, aus Kaolin 
adsorbaten. 








E E Kaolin 5 ¢ 5 
vem Pa g = cem . 
D5 20 05 Dog AKG 1 37.5 37,5 2.5 < 12,5*| < 83 
5 33,3 05¢ ARG I 41,7 25 2.5 29.8 Ma) 
5| 8383 05g AKG 2 41,7 25 2.5 29.8 ) 
5 40 05¢ AKG 1 75 37,5 2,5 20,8 28 
H 49 05g AKG 1 75 37,5 5,0 25? 33? 
5 20 05¢ AKG 1 37,5 37,5 2.5 12,5 33 
5 | 20 10g AEGI1 75 75 5,0 < 25 < 33 
5 | 25 10g AKG 2neu 100 SO 2.5 fast12,5 fast 12,5 
5 25 10g AKG 2 neu 109 80 5,0 <. 25 <. 25 
5 pai) 19¢ AKG 2 neu 83.3 66,6 5.0 32,5 39 
D5 40 10g AKG 2 neu 150 75 5,0 41,7 28 
5 25 10g AEG 2 neu 190 80 5,0 25 < 25 
5 33,3 19g AKG 2 neu 13 78.6 5,0 < 25 <19 
5 | 333 05g ARG 2HCI 124 75 5.0 35.7 28,5 
10 33,8 1Og AKG2ZHCI] 2% 62,5 10,0 < 54 < 25 
10 33,3 2,.0g¢ AKG 2 neu 252 70 10,0 < 50 < 21,6 
5 | 333 05¢ AKG 2HCI 167 10) 5,0 < 25 «< 15 
10; 333 10g AEG2HCI 333 100 10,9 <5) <— 15 
. 33,3 05¢ AEG2HC] 28 62,5 5,0 25? 12? 
40 05¢ ARG 2HC! 176 SS 5.0 25? <. 14? 
10 40 10g ARG2HCI 316 79 100 ~~ 50 < 16 
10 = 40 10g AEG2HCI 352 SS 10,0 < 59 < 14 


* < 12,5 Einh. bzw. < 33°/) bedeutet z. B., dafii bei der Antiricinpriifung wohl noch 
qualitativ erkennbare Antiricinmengen eluiert worden sind, dai aber nicht einmal 5 Einh./cem 
quantitativ zu bestimmen waren. 

Alle in der Tabelle angegebenen Versuche wurden doppelt ausgefiihrt. In den mit einem 
.?* versehenen Versuchen wurden nicht iibereinstimmende Ergebnisse gefunden, d. h. in einem 
der beiden Parallelversuche wurde ein positiver, in dem anderen ein negativer Elutions- 
erfolg gefunden. Der angegcbene Zahlenwert bezieht sich auf den positiv ausgefallenen Versuch 


Es wurden auch Versuche gemacht, ob durch Anderung des pp 
des Phosphatpuffers sich ein Optimum der Elutionswirkung finden 
laBt. Dabei ergibt sich aber folgende Schwierigkeit: Zur Priifung auf 
Antiricin miissen die Lésungen auf py 7,17 eingestellt werden durch 
Zugabe vor primérem oder sekundairem Phosphat. Selbst wenn man 
diese in moiarer Lésung verwendet, werden die Elutionslésungen doch 
so verdiinnt, daB sich nach dem oben Gesagten Antiricin in me®Bbarer 
Menge in den Elutionslésungen nicht mehr erwarten liBt. Die Ergeb- 
nisse bestatigten diese Voraussage. 

Bei fast allen in der folgenden Tabelle angegebenen Versuchen wurde 
neben den Elutionen mit Phosphatpuffer in Parallelversuchen versucht. 
ob physiologische Kochsalzlésung, d.h. das Verdiinnungsmittel fiir die 
Antiricinsera, aus denen adsorbiert worden war, eluiert.  Hierbei ergaben 


sich stets eindeutig negative Resultate. 
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Die Versuche geben kein deutliches Bild dariiber, unter welchen 
Bedingungen m/3 neutraler Phosphatpuffer imstande ist, an Kaolin 
durch Adsorption fixiertes Antiricin zu eluieren. 

Unter 22 Versuchen sind 7 mit sicheren, 4 mit zweifelhaften Elu- 
tionen, wahrend 11 negative Resultate gaben. 


Im oberen Teile der Tabelle laBt sich vielleicht ein Hinweis darauf 
sehen, daB eine schwache Adsorption, d.h. unter 50°, des gebotenen 
Antiricins, giinstige Voraussetzungen fiir eine Elution bieten. Ebenso 
gibt der untere Teil der Tabelle einen Hinweis darauf, daB das ge- 
reinigte Kaolin, dessen starke Adsorptionskraft im vorigen Abschnitt 
gezeigt worden ist, sich gegentiber Elutionen besonders widerstands- 
fahig zeigt. Dieses wiirde zu dem vorher Gesagten eine Erganzung 
bieten. Die Zahl der erfolgreich ausgefallenen Elutionen ist aber zu 
groB, als daB man von einer Unméglichkeit sprechen kénnte, Anti- 
ricin, das an Kaolin adsorbiert worden ist, zu eluieren. 


Es muB8 weiteren Untersuchungen, eventuell unter Einbeziehung 
anderer Salze, vorbehalten bleiben, diese Fragen aufzuklaren. 


Der unsichere Erfolg der Elutionen aus Kaolinadsorbaten fihrte 
nun zu folgender Uberlegung: Urspriinglich befindet sich das Antiricin 
im Serum zusammen mit einer Reihe von EiweiBkérpern, zu denen 
es sicher nicht gehért, denn es 14Bt sich von ihnen trennen. Zur Elution 
aus Kaolinadsorbaten wurden reine, d.h. eiweiBfreie, Salzlésungen 
benutzt. Wenn man nun im Eluens dem Antiricin ein Milieu bietet, 
das weitgehend dem ahnelt, aus dem es adsorbiert worden ist, dann 
kénnte dieses zu einer Begiinstigung der Elutionswirkung fiihren. 


So wurde denn versucht, mit verdiinntem normalen Kaninchen- 
serum zu eluieren. 


Ehe die Versuchsprotokolle gebracht werden, mu8 zur Kritik 
der Methodik folgendes gesagt werden: Fujiwara! hat im Moabiter 
Laboratorium gefunden, daB normales Kaninchenserum in geringem 
MaBe imstande ist, die blutkérperchenagglutinierende Wirkung von 
Ricin aufzuheben. Das bedeutet, daB es imstande ist, Antiricin vorzu- 
taiuschen. Seine Erfahrungen konnten bestatigt werden. Wir fanden, 
daB unverdiinntes normales Kaninchenserum, wenn es ebenso wie 
antitoxisches Serum zur Priifung auf Antiricin angesetzt wurde, in 
manchen Fallen eine geringe Menge ,,Normalantiricin“ enthalt. Sie 
war aber stets zu klein, um bei der angewandten Priifmethodik auf 
Antiricin in den benutzten Verdiinnungen dieses in meBbarer Menge 
vortauschen zu kénnen. 


' Fujiwara, diese Zeitschr. 140, 113, 1923. 
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Fiir die Priifreihen wurde der oben angegebene Grundsatz, dab sich 
die einzelnen Reagenzglaschen durch nichts anderes als ihren Antiricin 
gehalt unterscheiden diirfen, auch in diesen Versuchen streng durchgefiihrt. 
Es wurden bei der Antiricinpriifung der mit verdiinntem, normalem Kanin 
chenserum ausgefiihrten Elutionen mit derselben Lésung die Verdiinnungs- 
reihen angesetzt, wie zur Elution benutzt worden war Auf diese Weise 
wurde es erreicht, da kein Antiricingehalt vorgetauscht werden konnte. 
Nicht faBbar dagegen, auch nicht durch irgendwelche Kontrollen, war ein 
vielleicht ganz geringer ,,.Normalantiricin’‘-Gehalt, der in allen Glaschen 
gleichzeitig die Ricinwirkung etwas hinderte. Das kann aber, da es die 
ganze Reihe trifft, das Ergebnis nicht beeinflussen. 

Im folgenden werden die Protokolle von zwei Versuchen gebracht 
werden. In ihnen wird gezeigt, daB die Zugabe von normalem Kaninchen- 
serum zu neutralem Phosphatpuffer den Elutionseffekt sehr verbessert, 
ferner aber auch, daB zur Erzielung dieses Effekts 10°, Serum- 
konzentration im Eluens geniigt. Héhere Serumkonzentrationen 
kénnen den Effekt nicht verbessern. In dieser Versuchsanordnung 
liegt eine gute Kontrolle zur Sicherung gegen den ,,Normalantiricin“‘- 
Gehalt der verwendeten Normalsera. Denn wenn die 10°igen Sera 
Mengen enthalten hatten, die zu einer Vortéuschung geniigt hatten, 
dann mute sich diese Wirkung in um so staérkerem MaBe bei den 
gréBeren Serumkonzentrationen zeigen. 


Versuch 16. 


Die 10° ,ige Loésung von Serum Nr. 50 in Kochsalzlésung  enthielt 
25 Einh./cem. 5 ccm davon wurden zu 1,0 g AEG 2 gegeben. Es wurden 
66% des gebotenen Antiricins, d. h. 83,3 Einh. adsorbiert. Zu den Adsor 
baten wurden nun zur Elution je 5 ccm normales Kaninchenserum gegeben, 
das mit m/3 Phosphatpuffer (py 7,17) auf 10 bzw. 50 und 80 ©, Serumgehalt 
verdiinnt worden war. Ferner in einer weiteren Probe reiner Phosphatpuffer. 





°/5 Serum Einh. in 5 eem |} 0 ®) Serum Einh. in 5 eem 


im Eluens eluiert eluiert im Eluens eluiert eluiert 
0 31,2 38 50 62,5 76 
10 §2.5 76 80 62,5 76 


Versuch 17. 
Die 10% ige Lésung von Serum .Nr. 46 in’ Kochsalzlésung enthielt 
25 Einh. /eem. 5 cem davon wurden zu 1,0 g AEG 2 gegeben. Es wurden 
80%, = 100 Einh. adsorbiert. Zur Elution wurde normales Kaninchen- 
serum, das mit m/3 Phosphatpuffer, py 7,17, verdiinnt worden war, und 
reiner Phosphatpuffer je 5 cem zugegeben. 





°fo Serum Einh. in 5 ecm %l9 %J9 Serum Einh. in 5 cem ‘ 
im Eluens eluiert eluiert im Eluens eluiert eluiert 
0 - — 50 50 5” 
10 | 50 50 | 80 50 50 


inm.: .—* bedeutet weniger als 5 Einh. cem, d. h. weniger als 25°!) eluiert 
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Die beiden Versuche zeigen, daB die Zufiigung von normalem 
Kaninchenserum zu m/3 Phosphatpuffer, py 7,17, diesen zu einem 
ausgezeichneten Eluens macht fiir Antiricin, das an Kaolin adsorbiert 
worden ist. Es geniigt eine Serumkonzentration von 10°, um das 
Optimum der Elutionsverstirkung zu_ erzielen. Héhere Serum- 
konzentrationen kénnen diesen Effekt nicht verbessern, dagegen 
liefert ihre Anwendung in den Versuchen die Kontrolle dafiir, daB 
die Elutionen nicht durch den ,,Normalantiricin’‘-Gehalt des Normal- 
serums vorgetéuscht sein kénnen. 

Die elutionsverstarkende Wirkung des normalen Kaninchenserums 
tritt ebenso in Versuchen ein, in denen der Phosphatpuffer allein schon 
eluiert hatte (s. Nr. 16), wie in solechen, wo ,,reiner‘’ Phosphatpuffer 
zu keinen meBbaren Elutionen gefiihrt hatte (s. Nr. 17). 

Normales Kaninchenserum, das mit physiologischer Kochsalz- 
lésung, d. h. also dem Milieu, aus dem das Antiricin adsorbiert worden 
war, verdiinnt wurde, zeigte niemals eine eluierende Wirkung. 

Die Bestimmung des Stickstoffs in den serumhaltigen Elutions- 
lésungen vor und nach der Elution wies darauf hin, daB in meBbaren 
Mengen weder eine Zunahme noch eine Abnahme des Stickstoffgehalts 
des Eluens eintritt. Wieweit es sich um eine Austauschreaktion zwischen 
adsorbiertem und zur Elution zugefiigtem EiweiB handelt, laBt sich 
aber mit dieser Methodik nicht untersuchen. 


VY. Versuche mit Tonerdehydroxyd. 


Es wurde ein Orthoaluminiumhydroxyd Cy nach Willstdtter} 
hergestellt. Dieses Priparat war annahernd | Jahr alt, bis es zur Ver- 
wendung gelangte. Die vorgeschriebenen Proben? ergaben, daB ein 
gutes Cy-Praparat vorlag. 

Fiir die folgenden Versuche wurde, wenn nicht anders angegeben. 
nach folgender Vorschrift gearbeitet: Das Aluminiumhydroxyd befand sich 
mit seinem letzten Waschwasser zusammen in einem groBen GefaB. Bevor 
eine bestimmte Menge mit der Pipette entnommen wurde, wurde durch 
Umschiitteln und Einblasen von Luft das teilweise abgesetzte Hydroxyd 
moéglichst gleichmaBig verteilt. Es wurde sofort in das Zentrifugenglas 
pipettiert, in dem die Adsorption stattfinden sollte, und dort durch Zentri- 
fugieren von dem Waschwasser, in lem es suspendiert worden war, befreit. 
Danach wurde die iiberstehende Fliissigkeit abgegossen und annahernd 
durch das gleiche Volumen 0,85 %iger Kochsalzlésung ersetzt, in der der , 
Niederschlag durch kraftiges Schiitteln mit daraufgehaltenem Finger gut 
verteilt wurde. Danach wurde wiederum zentrifugiert, die iiberstehende 
Fliissigkeit abgegossen und die Wande des Zentrifugenglases mit einem 
zusammengerollten Stiick Filtrierpapier, das médglichst feinkérnig sein 


' Chem. Ber. 56, 1118, 1923; 57, 1088, 1924. 
> ('. Oppenheimer u. L. Pincussen, a. a. O., S. 481. 
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soll, gut ausgetrocknet, ohne daB das Adsorbens mit dem Papier berihrt 
wurde. Das Waschen mit der Kochsalzlésung wurde vorgenommen, um 
gleichmaBig physiologische Verhiltnisse fiir die Adsorption des Serums zu 
schaffen. 

10 cem der Tonerdesuspension, mit der einheitlich alle folgenden 
Versuche ausgefiihrt wurden, enthielten Aluminiumhydroxyd ent- 
sprechend 19,6 mg Al, Qs. 

Mit der so vorbereiteten Tonerde wurden die Adsorptionen ausgefiihrt : 
nachdem die Fliissigkeit, aus der adsorbiert werden sollte, zugegeben und 
das Adsorbens darin verteilt worden war, wurde bis zum Zentrifugieren 
10 Minuten gewartet. Fiir gewéhnlich geniigten 4 bis 5 Minuten Zentri 
fugieren mit 3000 bis 4000 Touren pro Minute. 


Versuch 18. 
Adsorption durch verschiedene Mengen Tonerde. 


Zu 10 cem einer 10° igen Lésung von Serum Nr. 91 in physiologischer 

Kochsalzlésung werden steigende Mengen Tonerdesuspensionen zugegeben 

und in den Adsorptionsrestlésungen der Antiricin- und der Stickstoffgehalt 

bestimmt. Das Serum enthielt 0,928 mg N/eem und 160 Einh. /cem, d. h. 
also 0,58 mg N/100 Einh. 





In der Restlisung Am Adsorbens 
Adsorbens 
mg bt. . ee Pe te mg _ - mg 

enti Nicer » ads. Einh. ccm °%/9 ads. N/100 Kinh. ™ N Einh. N/100 Einh 
25 0,895 357 160 0 0,56 

5.0 0.734 21 160 0 0,46 1,94 0 

19,0 0,433 53 8) 59 0.54 4.95 890 0,62 
20,0 0.135 85 40 75 0,34 7,93 1200 0,66 


Die Stickstoff- bzw. EiweiBbadsorption geht mit der Adsorption 
des Antikérpers offenbar parallel. DaB dieses in der Tabelle nicht 
klar in Erscheinung tritt, liegt an der Antiricinpriifmethode, bei der 
so kleine Differenzen, wie sie mit dem Mikrokjeldahl.fiir die EiweiB- 
adsorption gefunden werden kénnen, nicht zu erkennen sind. Der 
Knick, den die graphische Darstellung in dem ersten Teile zeigen wiirde, 
ist sehr unwahrscheinlich. 


Das schon bei den Kaolinadsorptionen angegebene Ziel, durch 
Adsorption zu einer Befreiung des Antikérpers von nicht zugehérigem 
Eiwei8 zu gelangen, haben wir in den bisherigen Versuchen mit Tonerde 
als Adsorbens nicht erreicht. van Slyke-Versuche haben wir allerdings 
mit Tonerdeadsorptionen nicht angestellt. Die Adsorption durch 
Tonerde ist keine auswihlende. Die Adsorptionsrestlésungen verarmen 
gleichzeitig an Eiwei8 und an Antiricin. Der maBgebende Quotient 
,.mg N/100 Einh.“ wird weder in den Restlésungen noch am Adsorbens 
verbessert. 
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So wurde denn versucht, ob nicht durch Elution eine Verbesserung 
dieses Quotienten zu erreichen ist. Als Eluens wurde Phosphatpuffer 
gewahlt. Es zeigte sich, daB neutraler Phosphatpuffer (pg 7,17), 1/, mol., 
ausgezeichnet eluiert. 

In einem Versuch wurde kontrolliert, ob die fiir die gesamten folgenden 
Elutionen angewandte Zeit von 10 Minuten Warten nach der Zugabe der 
Elutionslé6sungen zum Adsorbens bis zum Zentrifugieren ausreichend ist. 
Zu erwahnen ist noch an dieser Stelle, daB auch hier wie bei den Adsorptionen 
vor der Zugabe der neuen Elutionsfliissigkeit die Wande der Zentrifugen- 
glaser gut abgetrocknet wurden. 


Versuch 19. 


Die 10° ,ige Lésung von Trockenserum Nr. 64 in Kochsalzlésung enthalt 
1,028 mg N /eem und 156 Einh./eem, d. h. 0,66 mg N/100 Einh. Zu 20 ecem 
Tonerdesuspension wurden 10 cem dieses Serums gegeben. Zur Elution 
werden dreimal je 10 cem m/3 Phosphatpuffer, pq 7,17, zugegeben und in 
den verschiedenen Versuchen mit dem Zentrifugieren verschiedene Zeiten 
gewartet. Diese Zeiten wurden fiir jeden einzelnen Versuch fiir alle drei 
Elutionen eingehalten. Bei der Priifung der Adsorptionsrestlésungen auf 
Antiricin wurde bei allen folgenden vier Versuchen gefunden, daB 92°, 
1435 Einh. adsorbiert worden waren. 





N etacthient g ee Nr. der N cnet 7; AR. eluiert ‘ ... 
mg %p i i | sm %, Einh. oj, im Eluens 
8.77 85.3 10 1 5,70 65,0 417 24 1,37 

2 1,34 15,3 100 7 1,34 
3 0,44 5,0 50 3.5 0.88 
9.14 88.9 20 1 6,57 72.0 417 29 1,58 
2 1,00 11,0 100 7 1,00 
3 0,27 3,0 59 3,5 0,54 
8,32 80.9 40 1 6,46 77,7 417 24 1,55 
2 0,96 11,5 109 7 0,96 
3 0,28 3.4 50 3,5 0,56 
8,51 83,8 60 1 6,50 76,5 417 29 1,56 
2 1,19 14.0 100 7 1,19 
3 0,22 2.6 50 3,5 0,44 


Die Schwankungen in den Stickstoffelutionen zwischen €5 und 75%, 
in den verschiedenen Versuchen entsprechen den Differenzen, die bei un- 
abhangig voneinander angestellten Adsorptionen und Elutionen zu er- 
warten sind. Da8 die Antiricinadsorption absolut konstant gefunden wurde, 
liegt an der Priifungsmethode, die kleine Abweichungen, wie sie bei der 
Stickstoffadsorption bestimmbar waren, nicht entsprechend wiedergibt. 


Die Elution des Antikérpers ist unabhaingig von der zur Elution 
verwendeten Zeit: nach 10 Minuten wird mit der Einwirkung des 


Eluens nichts mehr erreicht. 
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Im allgemeinen ist in den zweiten und dritten Elutionen der 
Quotient ,,mg N/100 Einh.**, der das MaB fiir die Reinheit des Antiricins 
ist, kleiner als in der ersten Elution, die ihrerseits in der Regel gréBere 
Werte des Quotienten zeigt als das Serum, aus dem adsorbiert worden 
ist. Nur der erste der eben wiedergegebenen Versuche zeigt keinen 
Unterschied im Quotienten der ersten und zweiten Elution. 


Es war nun zu untersuchen, ob die Molaritat des zur Elution ver- 
wendeten Phosphatpuffers optimal ist. 


Versuch 20. 


Abhangigkeit der Elutionswirkung von der Molaritat des zur 
Elution verwandten neutralen Phosphatpuffers. 


Die 10% ige Lésung von Serum Nr. 47 in Kochsalzlésung enthilt 

80 Einh./cem. Zu 10 cem Tonerdesuspension werden 5 cem Serum zugegeben. 

Nach der Adsorption werden 10 Einh./ccm wiedergefunden, d. h. 87,5 °, 

350 Einh. sind adsorbiert worden. Zum Adsorbens wurde nun 5 ecem 

neutraler Phosphatpuffer je dreimal zugegeben. Die verschiedenen Kon- 

zentrationen des Puffers wurden durch Verdiinnen mit physiologischer 
Kochsalzlésung hergestellt. 





Einheiten eluiert ® »9 des Adsorbierten eluiert 
Molaritat der - ‘ 
7 1. Elution 2. Elution 3. Elution 1. Elution 2. Elution 3. Elution Sen 

Oe 5 ss 83,3 62,5 50 24 18 i4 56 
m6 ..../| 833 62,5 a) 24 i8 14 56 
a 62.5 62,5 42 18 18 12 48 
ee 62,5 31,2 27,5 18 9 8 35 
er 62,5 25 18 7 25 
m%.... | 42 12 - 4 12 
m/i92 ... . oa 

O(NaCl) . . 0 0 0 0 0 0 0 


Anmerkung zur Tabelle: Die untere Grenze der Antiricinkonzentration, 
die noch bestimmt werden kann, ist 5 Einh./cem, d. h. bei diesem Versuch 
25 Einh. 7% des Adsorbierten, die eluiert worden sind. -** in der 
obigen Tabelle bedeutet, daB weniger als 5 Einh./cem, aber immerhin noch 
qualitativ erkennbare Mengen, bei der Antiricinablesung gefunden wurden. 


1/, und !/, mol. neutraler Phosphatpuffer unterscheiden sich nicht 
in ihrem Elutionsvermégen: sie eluieren in drei aufeinanderfolgenden 
Elutionen zusammen 56°, des adsorbierten Antiricins. Mit fallender 
Molaritét nimmt dann das Elutiqnsvermégen des Phosphatpuffers 
ab, und zwar ist die Gesamtmenge des in drei aufeinander- 
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folgenden Elutionen entfernten Antiricins dem negativen Logarithmus 
der Molaritat direkt proportional. 
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Abb. 6, 
Abhingigkeit der Elutionswirkung von der Molaritiét des eluierenden Phosphatpuffers. 


--— =1.Elution, ---- = 2. Elution, + == 3. Elution, 
= zusammen in 3 Elutionen. 





Die Stickstoff- bzw. EiweiBelution wurde unter denselben Be- 

dingungen untersucht. 
Versuch 21. 
Zu 20 cem Tonerdesuspension werden 10 cem durch physiologische Koch- 
salzlésung auf 10°, verdiinntes Serum gegeben. Die Adsorbate werden 
mit je 10 cem neutralem Phosphatpuffer verschiedener Molaritat je dreimal 
eluiert. Die Verdiinnungen des Phosphatpuffers wurden wie oben mit 
physiologischer Kochsalzlésung bereitet. 





®. des adsorbierten N eluiert 


Molaritit des FEluens : 
zusaminen in 


1. Elution 2. Elution 3. Elution 3 Elutionen 
aoe ee as 69.4 18,7 5,5 93,8 
m/6 . ies 73,2 14,9 3,7 90,9 
m/i2. . ; 71,0 14,1 3,6 88,7 
m/24 . ae Gage 65,6 13.4 3,4 82.4 
ers. ss 58,8 16,3 (1,6) 76,7 
«cla 48,2 17,2 8,8 74,2 
m2... 36,2 16,0 7,2 59,4 
a 29,9 16,2 9,2 45,4 
m/750 . ane 16,5 13.5 8,5 38,5 
m/1509. . ; 6,7 7,5 7,9 22,1 
O(NaCl). ... 2.7 1,1 1,1 4,9 


Anmerkung zur Tabelle: Die dritten Elutionen sind wegen der Kleinheit 
der Werte nicht mit derselben Sicherheit bestimmt worden wie die vorher- 
gehenden. 
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Die Elution des EiweiBes, gemessen durch Stickstoffbestimmung, 
verlauft ahnlich wie die des Antiricins. Wahrend aber vom Antiricin 
durch 4/, und !/, mol. neutralen Phosphatpuffer in drei Elutionen nur 
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Abb. 7. 
Abhangigkeit der Elutionswirkung / 
von der Molaritat des eluierenden Phosphatpuffers. 
I, 11, 11:1, 2, 3, Elution 


---— = zusammen in 3 Elutionen, 


56°, des Adsorbierten eluiert werden, werden vom adsorbierten Eiweib 
zusammen etwa 90°, eluiert. Es zeigt sich die auffallende Erscheinung, 
daB der durch die erste Elution erfaBte Anteil des Adsorbierten mit 
der Molaritét abnimmt, wahrend die zweite Elution ebenso wie die 
dritte annahernd konstante Anteile des Adsorbierten geben, namlich 


15 bzw. 5%. 

H.v. Euler und E. Eriksson! haben festgestellt, daB Aluminium- 
hydroxyd imstande ist, groBe Mengen Phosphat zu adsorbieren. Nach 
der Annahme der Autoren wird das Aluminiumhydroxyd durch das 
Phosphat allmahlich in Aluminiumphosphat umgewandelt. So kénnte 
man sich die eluierende Wirkung von Phosphatpuffern erklaren. Denn 
wenn die Affinitat des Adsorbens zum Phosphat gréBer ist als zum 
EiweiB bzw. zum Antiricin, dann wird das Phosphat imstande sein, 
das adsorbierte Antiricin bzw. EiweiB vom Adsorbens zu verdrangen. 
Umgekehrt miiBte Aluminiumhydroxyd, das mit Phosphatpuffer be- 
handelt worden ist, eine geringere Adsorptionsfahigkeit gegen EiweiB 
bzw. Antiricin besitzen. Um diese Frage zu kliren, wurde folgender 
Versuch gemacht. 


' Zeitschr. f. phys. Chem. 128, 4, 1923. 
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Versuch 22. 


20 cem Tonerdesuspension wurden durch Zentrifugieren von der Mutter- 
lauge befreit und diese durch das gleiche Volumen Phosphatpuffer, pq 7,17. 
verschiedener Konzentration ersetzt (Verdiinnungen wie oben hergestellt). 
gut durchgeschiittelt und nach 10 Minuten wieder zentrifugiert. Danach 
wurde das Uberstehende abgegossen, das Glas gut ausgetrocknet und 10 cem 
mit physiologischer Kochsalzlésung auf 10°, verdiinnten Serums zugegeben 
Nach 10 Minuten Warten wurde zentrifugiert und in den Adsorptions- 
restldsungen der Stickstoff bestimmt. 

Die Adsorptionskraft, die die Tonerde nach einfachem Waschen mit 
physiologischer Kochsalzlésung, wie es in den vorherigen Versuchen gemacht 
worden ist, entwickelt, wird fiir die dritte Spalte der folgenden Tabelle 
gleich 100°, gesetzt werden. Darauf werden die in der zweiten Spalte 
angegebenen Werte der Stickstoffadsorption des mit Phosphat  vor- 
gewaschenen Aluminiumhydroxyds bezogen werden. In der dritten Spalte 
wird also angegeben, wieviel Prozent der nach einfachem Waschen mit 
Kochsalzlésung entwickelten Adsorptionskraft das Aluminiumhydroxyd 
noch besitzt. wenn es mit Phosphatpuffer bestimmter Konzentration 
behandelt worden ist. 





Molaritat des zum 
Vorwaschen 
verwendeten Puffers 


der nach einfachen 
des gebotenen Wasechen mit Natl 
Stickstoffs adsorbiert kelten 
Adsorptionskraft 











m3 22.7 27.4 
m/6 30.7 37.0 
m 12 36.7 44.9 
m 24 45.2 54.3 
m 48 49.4 57.8 
m 96 43 63.6 
m/192 61,6 72.1 
m 384 66.5 77.8 
m 768 67.8 79.3 
m 1536 88.7 104) 
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Hemmung der Adsorptionskraft, von Tonerde durch Vorwaschen mit Phosphatpaffer 
pu 7,17 versehiedener Konzentration. 
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Tragt man in ein Kurvensystem die Adsorptionskraft der Tonerde, 
ausgedriickt entweder in ,,Prozent des Stickstoffs adsorbiert’ (Abb. 8) 
oder in ,,Prozent der beim einfachen Waschen entwickelten Ad- 
sorptionskraft‘ als Ordinaten und den negativen Logarithmus der 
Molaritaét des zum Waschen der Tonerde verwendeten neutralen Phos- 
phatpuffers als Abszisse ein, so ergibt sich eine gerade Linie, d. h. eine 
lineare Funktion. 


Die Schwelle der Hemmung der Adsorptionskraft, d. h. die geringste 
Phosphatkonzentration, die beim Vorwaschen der Tonerde ihre Ad- 
sorptionskraft gegeniiber Eiwei8 nicht mehr hemmt, fallt zusammen 
mit der Grenze der Phosphatkonzentration, die noch eluierende Wirkung. 
zeigt. Die gute Ubereinstimmung der Kurven der Versuche 20 und 21 
mit der des Versuchs 22 zeigt, daB die eluierende Wirkung des Phos- 
phatpuffers fiir adsorbiertes Eiwei8 auf einer gréBeren Affinitat des 
Adsorbens fiir Phosphat als fiir EiweiB beruht. 


Ohne weitere chemische Aussagen machen zu wollen, kann man 
sicher sagen, daB eine direkte Beziehung besteht zwischen der Menge 
des in Lésung befindlichen Phosphats und dem Adsorptionsverhalten 
des Aluminiumhydroxyds. Es ist wahrscheinlich, daB, eine Konkurrenz 
der gréBeren Affinitaét der Phosphationen zum Aluminiumhydroxyd 
mit der geringeren Affinitat der eiweiBhaltigen Substanzen zum 
Aluminiumhydroxyd die Ursache der beobachteten Phanomene ist. 
Steht Phosphation und Eiwei8 zur Verfiigung, dann zieht das Alumi- 
niumhydroxyd das Phosphat-Ion vor. Phosphationen sind also nicht 
einfach als Milieusubstanz z. B. zur Einstellung des px bei der Elu- 
tion notwendig. Sie sind vielmehr entsprechend ihrer Konzentration 
an der Reaktion beteiligt. 


Es ergab sich nun noch die Frage, wie weit die durch das Waschen 
mit Phosphat am Aluminiumhydroxyd erzeugte Hemmung seiner 
Adsorptionskraft reversibel ist, d.h. durch wiederholtes Waschen mit 
physiologischer Kochsalzlésung wieder beseitigt werden kann, 


Versuch 23. 


20 cem Tonerdesuspension wurden durch Zentrifugieren von der Mutter- 
lauge befreit, cieselbe abgegossen.und der Riickstand gut mit 20 cem 
m/3 Phosphatpuffer, px 7,17, durchgeschiittelt. Nach 10 Minuten wurde 
abzentrifugiert und das Uberstehende abgegossen. Die verschiedenen, bis 
dahin alle gleich behandelten, Proben wurden nun verschieden oft mit 
20 cem physiologischer Kochsalzlésung gewaschen und jedesmal nach 
dem Zugeben der Waschfliissigkeit 10 Minuten bis zum Zentrifugieren 
gewartet. Nach dem AbgieBen der letzten Waschfliissigkeit wurden 
die Zentrifugenglaser gut mit Filtrierpapier ausgetrocknet und 10 ccm 
10%iges Serum (mit Kochsalzlésung verdiinnt) zugegeben und nach 
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10 Minuten zentrifugiert. In den Adsorptionsrestlésungen wurde der 
Stickstoff bestimmt. 





7 Adsorptionskraft der 
Zahl der nach einfachem 


Waschungen Stickstoff adsorbiert Waschen mit NaCl 
mit Kochsalz- entwickelten 
lisung e 0 
0 0 
— 20,7 23,0 
22,7 25,2 
44,0) 48,5 
2 48,5 53,8 
3 61,6 67,2 
4 61.6 67,2 
5 63.6 69.5 


20 ccm Tonerdesuspension adsorbieren in diesem Versuch 90,2 °, des 
gebotenen Stickstoffs; diese werden gleich 100°) gesetzt und die in der 
zweiten Spalte angegebenen Werte in der dritten Spalte darauf hezogen. 
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Der Versuch ergibt, daB es nicht méglich ist, dem Aluminium- 
hydroxyd, das durch Behandeln mit neutralem Phosphatpuffer in 
seiner Adsorptionstiichtigkeit geschwacht worden, durch wiederholtes 
Waschen mit Kochsalziésung diejenige Adsorptionskraft wieder- 
zugeben, die es nach dem Waschen mit Kochsalzlésung besitzt. Etwa 
30°, seiner Adsorptionskraft bleiben irreversibel gehemmt. Durch 
folgende Rechnung la8t sich ein Uberblick iiber die nach mehrmaligem 
Waschen mit Kochsalzlisung héchstens verbleibende Phosphatmenge 
gewinnen: Werden 10 ccm Tonerdesuspension durch Zentrifugieren von 
der Mutterlauge getrennt, dann lassen sich knapp 9 cem iiberstehende 
Flissigkeit abpipettieren. Mit dem, was an den Wanden des Zentri- 
fugenglases noch hangt, werden es also wohl 9ccm Fliissigkeit sein, 
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die vom Niederschlag auf diese Weise zu separieren sind. Nimmt 
man den verbleibenden Kubikzentimeter im ungiinstigsten Falle als 
ganz aus Fliissigkeit bestehend an, so wird er durch Verdiinnen beim 
Waschen mit 10cem m/3 Phosphat aus 0,3m Phosphat und beim 
dreimaligen Waschen mit je 10ccm Kochsalzlésung aus 0,0003 m 
Phosphat bestehen. Dies ist aber eine Phosphatkonzentration, die, 
laut Versuch 22, auf Aluminiumhydroxyd nicht mehr eine Adsorptions- 
hemmung ausiibt. Also kann die mangelhafte Adsorptionskraft, wie 
sie aus dem letzten Teil der Tabelle zu entnehmen ist, nicht mehr von 
noch vorhandener Phosphatlésung herriihren. Das Aluminiumhydroxyd 
muB eine irreversible Veranderung eingegangen sein. 

Es war nun festzustellen, ob sich eine Anderung der Elutions- 
wirkung von Phosphatpuffer zeigt, wenn man sein py variiert. 

Versuch 24 gibt die Abhangigkeit der eluierenden Wirkung von m3 
Phosphatpuffer vom px fiir Antiricin, das an Tonerde adsorbiert ist, Ver- 
such 25 fiir ebenso adsorbierten Stickstoff an. 


Versuch 24. 


Serum Nr. 47 wurde mit physiologischer Kochsalzlésung auf 10°, verdiinnt. 

Es enthielt 80 Einh./eem. Zu 10 cem Tonerdesuspension, gewaschen mit 

Kochsalzlésung, wurden 5 cem Serumlésung gegeben. Nach der Adsorption 

wurden in den Restlésungen 12,5 Kinh./eem wiedergefunden, d. h. 84,4 % 
338 Einh. sind adsorbiert worden. 


Zu diesen Adsorbaten wurden 5 ccm m/3 Phosphatpuffer von ver- 
schiedenem px gegeben. Vor der Priifung auf Antiricin wurden die 
Lésungen alle durch Zugabe von molaren Lésungen von sekundérem 
Natriumphosphat bzw. primérem Kaliumphosphat auf px 7,17 ein- 
gestellt. (Die molare Natriumphosphatlésung ist bei Zimmertemperatur 
iibersaéttigt. Wenn man auf etwa 35° erwarmt, halt sich die Lésung 
auch beim Pipettieren.) 

In der folgenden Tabelle wird angegeben, wieviel Kubikzentimeter 
der molaren Lésungen zu 4 cem der Elutionsfliissigkeiten zur Einstellung 


auf das richtige py 7,17 zugesetzt werden muBten. 





pH vor der m-K Hy, PO, m-Nay HPO, 


tinstellung ecm ecm 
6,2 : 2,22 
6.6 1.33 
7.7 0.38 
9,2 0,57 


Diese Zahlen muBten bei der Auswertung der Elutionen aus den bei 
der Antiricinpriifung gefundenen Werten in Rechnung gestellt werden 


Von jedem Adsorbat wurden drei Elutionen mit demselben py gemacht. 
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Korrigierte Werte 
pu | ear | et Rietion | _tn 3 Hiationen 
des Eluens Elution » des Ad- ®, des Ad- 
Einh. eluiert sorbierten Einh. eluiert sorbierten 
eluiert eluiert 

6,2 1 97 29 

2 77 23 

3 49 15 223 66 
6.6 1 111 33 

2 67 20 

3 33 10 211 62 
717 1 125 37 

2 83 25 

3 25 7 233 70 
7,7 1 137 40 

2 68 20 

3 39 12 244 72 
9,2 1 143 42 

2 95 28 

3 47 14 285 S4 


Versuch 25. 


Normales Kaninchenserum wurde mit Kochsalzlésung auf 10°, verdiinnt. 

Es enthielt 0,938 mg N/ecm. Zu 20 cem Tonerdesuspension, die mit Koch- 

salzlésung gewaschen worden sind, wurden 10 cem Serum gegeben und mit 

je 10cem m/3 Phosphatpuffer von verschiedenem px je dreimal eluiert. 
In den Elutionslésungen wurde der Stickstoff bestimmt. 





JH igi 


des Eluens 


4.5 
4,9 
5,3 
5,6 


Es 


. Elution 


42.6 
56,5 
62,9 
67,6 
71,1 
76,1 
89,5 
77.7 
69,3 
79,2 


konnte fir Antiricin Versuch 


des adsorbierten Stickstoffs eluiert 


In 3 Elationen 





2. Elution 3. Elution 


zusammen 
16,9 6,3 64.5 
15,1 64 78.0 
15,3 5,1 83,3 
14,9 4,7 87,2 
13,5 4.0 88,6 
15,7 4.5 96,3 
15.5 4.6 100.6 
15.0 3,7 96,4 
17.9 11,3 98.5 
14.6 3.4 97,2 


24 nicht weiter ins saure 


Gebiet fortgesetzt werden, da die zur Priifung notwendige Einstellung 
auf pa 7,17 Verdiinnungen ergeben hatte, die keine meBbaren Werte 
fiir Antiricin mehr ablesen lieBen. 


Versuch 25, welcher die Stickstoff- 
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werte angibt, konnte dagegen ohne weiteres bis py 4,5 fortgesetzt 
werden. Er lehrt eindeutig, daB die niedrigsten py-Werte, also das 
sauerste Phosphat, die geringste Elutionswirkung haben. Uber das 
Vorhandensein einer Schwelle oder eines py-Optimums sollen keine 
Aussagen gemacht werden. Jedenfalls sind die gesamten Elutions- 
versuche mit Aluminiumhydroxyd als Adsorbens, die in dieser Arbeit 
gemacht werden und die bei px 7,17 ausgefiihrt worden sind, bei durch- 
aus befriedigender Reaktion gemacht worden. Die Genauigkeit der 
in der Antiricintabelle angegebenen Werte ist nur begrenzt, da die 
Zahlen durch Umrechnung gewonnen werden muBten. Immerhin 
zeigt sich auch hier schon eine gewisse Schwachung im sauren Ab- 
schnitt. Auch hier ist gegen die Verwendung von px 7,17 nichts ein- 
zuwenden. 

Die relativ geringe Abhangigkeit der Elutionswirkung vom py 
stimmt gut mit der aus den vorstehenden Versuchen gewonnenen 
Erkenntnis tiberein, daB das Phosphation als solches das bei der Elution 
wirkende Agens ist. 

Es wurde auch noch kontrolliert, ob es vielleicht die hohe Salz- 
konzentration des '/, mol. Phosphats ist. etwa 5%, die die eluierende W irkung 
hervorruft, indem versucht wurde, mit einer gleichprozentigen Kochsalz- 
lésung zu eluieren. Dieses gelang aber nicht, ebensowenig fiir EiweiB wie 
fiir Antiricin. 

In den bisherigen Versuchen wurde immer mit ebensoviel Kubik- 
zentimetern eluiert, wie zur Adsorption verwendet worden waren. Es 
muBte aber nun noch besonders gepriift werden, ob sich die Gesamt- 
leistung der Elutionen durch Variation des Elutionsvolumens ver- 
bessern laBt. Denkbar ware, daB bei Vermehrung der Elutionsfliissig- 
keit zwar die Konzentration des Antiricins abnihme, insgesamt aber 
mehr eluiert worden ware. 


Versuch 26. 


Elution mit verschiedenen Mengen neutralen Phosphatpuffers. 

Seem einer 10°%,igen Lésung (Kochsalz) von Serum Nr. 50, enthaltend 

25 Einh. /eem. werden zu dem Riickstand von 10 cem Tonerdesuspension 

gegeben. In den Adsorptionsrestlésungen wird kein Antiricin mehr ge- 

funden, d.h. es sind 100%, 125 Einh. adsorbiert worden. Zu den Ad 

sorbaten wurden nun je dreimal verschiedene Mengen Phosphatpuffer., 
m/3, pu 7,17, zur Elution zugegeben. 





Einh. eluiert 


Eluens Fae = 

cem 1. Elution 2. Elution 3. Elution 
5 83 25 

10 83 25 _— 
15 94 aa on 
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Eluens : 9b nc SS 
cem 1. Elution 2. Elution 3. Elution 
3 69 ? — 

4 8) ? _— 
5 83 25 _ 
6 75 ? — 


Anmerkung: ,,—‘‘ bedeutet nicht ablesbare Antiricinwerte: ,,2‘ be- 
deutet fast 5 Einh./eem abgelesen. 


N 


Versuch 2 


Trockenserum Nr. 50, wie oben verdiinnt, enthalt 40 Einh./eem.  Ad- 

sorption wie in dem vorstehenden Versuch: 200 Einh. adsorbiert. Zur 

Elution werden wieder verschiedene Mengen m/3 Phosphatpuffer, pq 7,17, 
je dreimal zugegeben. 





Einh. eluiert 





Eluens He aoe — 0 a: ae 
ecm 1. Elution 2. Elution 3. Elution 
3 75 25 16,5 
4 67 29 ? 
5 62,5 81 ? 
6 75 36 ? 


Anmerkung: ,,?‘‘ bedeutet fast 5 Einh./cem abgelesen. 


Die Versuche 26 und 27 zeigen das iibereinstimmende Ergebnis, 
daB die Menge des eluierbaren Antiricins bei unseren Versuchs- 
bedingungen nicht abhangig ist von der Menge des Eluens: In gréBeren 
Mengen Eluens ist die Konzentration des Antiricins entsprechend 
geringer. Der Prozentsatz des eluierbaren Antiricins ist annahernd 
konstant, die gefundenen Unterschiede fallen in die Fehlergrenze der 
Methode. 


Es gab nun zwei Wege, um zu einer weiteren Reinigung des Anti- 
kérpers zu gelangen: entweder die Eluate weiter zu reinigen oder eine 
Vorreinigung des Serums der Adsorption vorauszuschicken. Als ein- 
facher und aussichtsreicher wurde der zweite Weg gewalilt. In Betracht 
kam die Aussalzung der SerumeiweiBkérper mit Neutralsalzen, ins- 
besondere Ammonsulfat. Es kam fiir mich nicht darauf an, die engsten 
Aussalzungsgrenzen des Antiricins' zu bestimmen, auch nicht mich 
zu iiberzeugen, ob diese Grenzen fiir die verschiedenen Sera, frische 
und getrocknete, immer identisch bleiben. Da ich nur auf méglichst 
quantitative Ausbeuten Wert legte, wahlte ich Fallungsgrenzen, die 
diesen Anforderungen geniigten. 


' Siehe M. Jacoby, a. a. O. 
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Unter Ubergehung mannigfaltiger Vorversuche wird spater ein 
Beispiel gebracht werden, das belegt, daB eine Aussalzung mit 40°, 
Ammonsulfat-Sattigungskonzentration diese Forderung erfiillt. 


Alle folgenden Versuche wurden mit Trockensera ausgefiihrt, die in 
der oben beschriebenen Weise mit 0.85 °, Kochsalzlésung auf 10% Serum- 
gehalt verdiinnt worden waren. Zu erwahnen ist hier, daB das Ziegen- 
trockenserum inzwischen ziemlich schwer léslich geworden war'. Zum 
besseren Lésen wurde die Aufschwemmung des Trockenserums eine 
Nacht kiihl aufbewahrt und dann erst das Ungeléste abzentrifugiert. 


Zu den so vorbereiteten Sera wurde bei Zimmertemperatur gesattigte 
Ammonsulfatlésung zugegeben. Es wurde stets kontrolliert, daB diese 
neutral gegen Lackmus reagierte. Die Prozente, die die Sattigung mit 
Ammonsulfat angeben, sind immer bezogen auf das Ammonsulfat. So 
wird z. B. eine Sattigung 40% ig genannt, wenn zu 60 ccm Serum 40 ccm 
gesittigte Ammonsulfatlésung gegeben worden sind. 

Nach der Ausfallung wurde gewartet, bis der Niederschlag anfing, 
sich wolkig von der Fliissigkeit abzusondern und dann durch quantitative 
Filter von Schleicher und Schiill filtriert. Die ersten Anteile des Ff iltrats 
sind stets triibe; es gelingt aber immer, das Filter mit dem Niederschlag 
selbst zu dichten. War die Mutterlauge ganz abgelaufdén,. dann wurde das 
Filter einmal bis zum Rande mit Ammonsulfatlésung der entsprechenden 
Konzentration gefiillt und wieder bis zum vollstandigen Ablaufen gewartet. 
Das filter wurde dann auf einer dicken Schicht feinkérnigen Filtrierpapiers 
ausgebreitet und der Niederschlag gut getrocknet. Das geschieht am besten 
derart, daB man ihn mit einem elastischen Hornspatel auf seinem eigenen 
Filter immer wieder verstreicht und die Unterlage wechselt, bis er salben- 
férmige Konsistenz angenommen hat. Darauf wurde der Niederschlag 
in ebensoviel Wasser gelést, wie das Volumen des Serums betragen hatte, 
von dem ausgegangen worden war. Bei diesem Auffiillen wurden die 
Papierfasern, die sich stets vom Filter losgelést hatten, beim Messen ver- 
nachlassigt. 

Diese Lésungen enthalten ziemlich viel Ammonsulfat. Man hatte 
daran denken kénnen, diese Lésungen ohne weitere Vorbereitungen 
fiir die Adsorptionsversuche mit Tonerde zu benutzen. Es erschien 
uns jedoch einwandfreier, das Ammonsulfat vorher durch Elektro- 
dialyse zu entfernen, besonders im Hinblick darauf, daB ja neben 
dem Antiricin auch das gleichzeitig vorhandene EiweiB als Stickstoff 
bestimmt werden sollte. 


Nach Ausbildung der notwendigen Methodik und Apparatur waren 
die Ergebnisse durchaus befriedigend. Die Methodik der Elektro- 
dialyse gestaltete sich schlieBlich folgendermaBen : 

Bevor die Lésung des durch Ausfallen mit Ammonsulfat gewonnenen 


Niederschlags in den Elektrodialysierapparat gegeben wurde, wurde sie 
durch Filtrieren von den Papierfasern befreit. 


1 Siehe S. 189. 








212 kK. Reuter: 


Zur Elektrodialyse wurde eine Apparatur nach Pauli verwendet!, 
geliefert von der Firma F. Kéhler, Leipzig. Die Mittelzelle faBte etwa 
180 cem. 


Nach Pauli, Freundlich, Loeb und Reiner? verschiebt sich die Reaktion 
des Serums bei der Elektrodialyse nicht allzu sehr, auch bei Verwendung 
zweier negativen Membranen, wie Pergament, wenn man die Stromdichte 
bei verdiinntem Serum nicht iiber 0,3 bis 0,8 Milliamp. pro Quadratzentimeter 
ansteigen laBt. Fiir alle folgenden Versuche wurde ein Pergament genommen, 
das von den vereinigten F abriken fiir Laboratoriumsbedarf geliefert worden 
war. Die Kohlenelektroden stammten von der Firma F. Kéhler. Wahrend 
der ganzen Dauer der Elektrodialyse wurde mit einem Glasriihrer schnell 
geriihrt, damit sich an den Membranen médglichst kein Eiwei®film bildete. 
was ohne Riihren eintrat. Der Strom wurde mit Hilfe eines Schiebe- 
widerstands und eines vorgeschalteten Lampenwiderstands (zwei Kohlen- 
fadenlampen, parallel geschaltet) reguliert. Es wurde darauf geachtet, 
daB bei gefiillter Mittelzelle die Stromstairke nie 0,1 Amp. iiberschritt. 
Die Spannung betrug 90 Volt, da anderer Strom nicht zur Verfiigung stand. 
Nach Reendigung der Elektrodialyse wurde der Inhalt der Mittelzelle. 
einschlieBlich der manchmal erfolgten Ausflockungen, ausgegossen, dann 
erst die Apparatur auseinandergenommen und von den Membranen und 
den Wanden der Mittelzelle eventuelle Niederschlige sorgfaltig abgekratzt 
und zu der iibrigen Ff liissigkeit gegeben. 

Vor dem Priifen auf Antiricin und vor den Adsorptionen wurde mit 
festem Natriumchlorid oder mit festem Phosphatsalzgemisch, das beim 
Auflésen m/3 Phosphatpufferlésung, pq 7,17, gab, nachgesalzen. 


Bei Anwendung dieser Technik kann man mit Sicherheit darauf 
rechnen, daB man bei einer Ausfallung mit 40° .,iger Ammonsulfat- 
sittigung und anschlieBender Ele ktrodialyse von 12 Stunden zu Lésungen 
kommt, die ihren Antitoxingehalt erhalten haben. Das nach dieser Zeit 
noch vorhandene Ammonsulfat stért weder die Priifung auf Antiricin 
noch die Adsorption an Tonerde, wie durch Kontrollen gesichert wurde. 
Um den EiweiSgehalt der Elektrodialysate zu bestimmen, muBte die 
Ammonsulfatkonzentration ermittelt werden. Zu diesem Zwecke 
wurde in einer Probe wie gewéhnlich der gesamte Stickstoff nach 
Kjeldahl bestimmt. In einer anderen Probe wurde das Eiwei8 durch 
Trichloressigséure ausgefallt und im Filtrat des Stickstoffs bestimmt. 
Mit diesem wird nur das gesamte Ammonsulfat gefaBt, denn der so- 
genannte Reststickstoff ist ja schon bei der anfanglichen Aussalzung 
entfernt worden. Durch Subtraktion der beiden Werte wurde der 
dem Eiwei8 entstammende Stickstoff errechnet. Der Ammonsulfat- 
stickstoff des Elektrodialysats betrug z. B. im Versuch 28 0,08 mg 
N/eem: in anderen Versuchen hielt er sich in derselben GréBen- 
ordnung. 


' Diese Zeitschr. 152, 355, 1924. 
2 Literatur siehe Ch. Dhéré, Kolloidzeitschr. 41, 243, 315, 1927. 
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Bei der EiweiBbestimmung mittels Mikrokjeldahl in den Adsorptions 
restlésungen wurde angenommen. daB kein Ammonsulfatstickstoff ad 
sorbiert wird und dementsprechend von dem bestimmten Stickstoff der 
vorher bestimmte ,,Reststickstoff* abgezogen. 

Ohne daB eine Regel dafiir gefunden werden konnte, traten bei 
verschiedenen Dialyseversuchen Ausflockungen ein, die aber den 
Antitoxingehalt nicht berabsetzten. Beim Nachsalzen mit Natrium- 
chlorid oder Phosphatgemisch (s. oben), gingen aus ihnen keine meb- 
baren Mengen Antikérper in Lésung. Es miissen nicht zum Anti- 
toxin gehérige EiweiBkérper sein, durch deren Verschwinden also eine 
weitere Reinigung des Antiricins eingetreten ist. 

Da es aber nicht im Rahmen dieser Arbeit lag, kolloidchemische Studien 
iiber die Elektrodialyse von Sera zu machen, sondern vielmehr die Elektro- 
dialyse nur eine Hilfsmethode zum Vorreinigen der Sera war, wurden keine 
weiteren Untersuchungen iiber diesen Punkt angestellt. 

Um aber vor den durch diese Ausfallungen doch vielleicht ein- 
tretenden Schwachungen des Antiricins sicherer zu sein, wurde, wie 
oben angegeben, die Dauer der Elektrodialyse fiir die meisten Versuche 
auf 12 Stunden beschrankt. 

Es soll an dieser Stelle eine Erscheinung besprochen werden, die 
beim Arbeiten mit dieser Methode beobachtet wurde. Die betreffenden 
Phanomene sind an sich auffallend und interessant, beanspruchen 
aber deshalb besondere Beachtung, weil wir Analogien hierzu auch an 
anderen Stellen der Arbeit konstatieren muBten. Spiter sollen sie 
noch einmal im Zusammenhang besprochen werden. 

Ich bringe hier eine genaue Beschreibung des Versuchs 28, der spater 
zu anderem Zwecke noch einmal kurz protokolliert werden wird. Am 
ersten Tage wurde aus dem Trockenserum mit Kochsalzlésung das 10 °,ige 
Serum hergestellt, mit Ammonsulfat bei 50°, Ammonsulfatsaéttigung aus- 
gesalzen, filtriert und der wieder geléste Niederschlag in den Elektro- 
dialysierapparat gebracht. Die Elektrodialyse dauerte 24 Stunden. Von 
der urspriinglichen Serumlésung war ein Teil kiihl aufbewahrt worden, 
von dem an den folgenden Tagen jeweils Proben zum Priifen auf Antiricin 
entnommen wurden. Dieses geschah, um bei einem eventuellen MiBlingen 
der Elektrodialyse sicher zu sein, daB es nicht die Zeit ist, die eine Zer- 
stérung des Antiricins veruysacht. Stets wurden 25 Einh./ecm gefunden. 
Nach Abbruch der Elektrodialyse wurde die durch Flocken getriibte Lésung 
in einer Probe mit festem Natriumchlorid, in einer anderen mit festem 
Phosphatgemisch nachgesalzen und vor dem Priifen durch Zentrifugieren 
von der Triibung befreit. Die Priifung wurde gleichzeitig mit der des Aus- 
gangsmaterials ausgefiihrt und ergab 20 Einh./eem, d.h. also eine 
Schwachung um 20% fiir das Elektrodialysat, wahrend im Ausgangs- 
material unverandert 25 Einh. /cem gefunden wurden. 

Am nichsten Tage, nachdem das Elektrodialysat etwa 12 Stunden 
kiih] gestanden hatte, wurde es nochmals gepriift, innerhalb eines unten 
angegebenen Adsorptionsversuchs. Nunmehr wurden 40 Einh./ecm ge 
funden, wahrend gleichzeitig im urspriinglichen Serum wieder 25 Einh. ccm 
bestimmt wurden. 
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DaB es sich hierbei nicht um einen Fehler beim Priifen handelt, wird 
dadurch belegt, daB bei wiederholtem Priifen fiir das Ausgangsmaterial 
stets konstante Werte gefunden wurden. 

Eine weitere Sicherung erhalt dieses Phinomen durch die bei 
den Elutionen mit neutralem Phosphatpuffer nach vorhergegangener 
Adsorption an Tonerde gefundenen Werte: bei drei Elutionen wurden 
in Summa 275 Einh. gefunden (dieser Versuch wurde mit eben diesem 
Elektrodialysat am folgenden Tage mit dem gleichen Ergebnis wieder- 
holt). Das ist, wenn man von 40 Einh./ecm ausgeht, ein durchaus 
typisches Ergebnis, ware aber ein befremdendes Resultat, wenn von 
25 Einh./ccm ausgegangen worden ware. 

Auch aus einem Schwacherwerden der Testricinlédsung konnte 
kein Fehler entstehen. Denn dieser hatte bei dem so oft wiederholtem 
Priifen auf Antiricin ebenso das Ausgangsserum wie das Elektro- 
dialysat treffen miissen, konnte also nicht die Differenz, die durch die 
Verstarkung entstand, verursachen. 

Das Verstérkungsphianomen wurde in einer Reihe von Versuchen 
im ganzen dreimal beobachtet: 

1. Kaninchenserum, ausgesalzen mit 50°,iger Ammonsulfat- 
sittigung, 24 Stunden elektrodialysiert. Zunahme von 25 auf 
40 Einh./cem. 

2. Dasselbe Serum, ausgesalzen mit 40°,iger Ammonsulfat- 
sittigung, 18 Stunden elektrodialysiert. Zunahme von 25 auf 
33 Einh./ecem. 

3. Ein anderes Kaninchenserum, ausgesalzen mit 43,5 °,iger 
Ammonsulfatsaéttigung. Hlektrodialysiert 12 Stunden. Zunahme von 
125 auf 250 Einh./ccm. 

Aus diesen Versuchen lassen sich noch keine Schliisse tiber 
die Haufigkeit des Auftretens des Verstérkungsphinomens ziehen, 
besonders da auch bei den meisten Versuchen das Material sofort nach 
Beendigung der Elektrodialyse verarbeitet wurde, vielleicht also die 
scheinbar eine gewisse Zeit bean*pruchende Verstarkung nicht ein- 
treten konnte. AuBerdem reichte auch meist das Material nicht aus, 
um diese Frage naher zu priifen. Die angegebenen Versuche lassen 
also keine Schliisse dariiber ziehen, unter welchen Bedingungen das 
Phainomen auftritt, besonders da in vielen Versuchen nicht darauf 
geachtet werden konnte. In Versuchen mit Ziegenserum wurde das 
Phanomen nicht beobachtet, vielleicht liegt das daran, daB allein beim 
Aufbewahren des Trockenserums dieses schon besonders ,,stark“‘ ge- 
worden war. Wir gehen hier nicht weiter auf diese Dinge ein, da sie 
spiter nochmals in anderem Zusammenhang besprochen werden sollen. 

Die durch Aussalzen mit nachfolgender Elektrodialyse vor- 
behandelten Sera benutzten wir nun zu Adsorptionsversuchen, wobei 
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wir uns als Analogie an die von Willstdtter und Mitarbeitern ge- 
fundene Tatsache erinnerten, daB Fermentlésungen bei zunehmendem 
Xeinigungsgrad ihre Adsorptionseigenschaften veraéndern kénnen. So 
wurde denn hier fiir ein Antitoxin untersucht, ob das Fehlen eines 
groBen Teiles der nicht zum Antitoxin gehérigen EiweiBkérper, d. h. 
alles oberhalb von 40 ig. Ammonsulfatsattigung ausfallenden EiweiBes, 
des Albumins und eines Teiles der Globuline, die Adsorptionseigen- 
schaften des Antiricins andert. Wir wollten sehen, ob bei den partiell 
bereits gereinigten Antiricinpraparaten sich durch Adsorption an Ton- 
erde Cy zu einer weiteren Reinigung des Antiricins kommen, d. h. 
der Quotient mg N/100 Einh. sich verbessern 1aBt. 


Versuch 28. 
Serum Nr. 51 wurde 10°, ig in physiologischer Kochsalzlésung gelést. 
Es wurde mit 546% Ammonsulfatsittigung ausgesalzen und 24 Stunden 
elektrodialysiert (Methodik s. oben). Das Elektrodialysat war triibe; feste 
Partikelchen waren nicht vorhanden. An einer Membran war ein diinner 
EiweiBfilm. Dieser léste sich ebensowenig beim Nachsalzen wie die Triibung. 


Vor der Elektrodialyse enthielt das Serum 25 Einh./cem, 0,985 mg 
N/eem, d.h. 3,94mg N/100 Einh. Nach der Elektrodialyse wurde das 
Serum mit festem Natriumchlorid auf etwa 0.9 °, nachgesalzen. Eine 
Probe wurde erst gesalzen und dann zentrifugiert, eine andere Probe erst 
zentrifugiert und dann gesalzen. Eine dritte wurde nach dem Nachsalzen 
triibe untersucht: alle drei gaben das_ iibereinstimmende  Kesultat: 
20 Einh. /eem, 

Am nachsten Tage enthielt der Rest des Elektrodialysats 4) Einh. /ecm 
(iiber das Verstérkungsphinomen s. oben). Ferner enthielt es 0,427 mg 
N/eem, d.h. 1.67 mg N/100 Einh. (nach Abzug des ,,} est-N“). 


In mehreren Zentrifugenglaésern wurden zu dem Riickstand von 20 cem 
Tonerdesuspension 10cem Elektrodialysat gegeben, das mit Natrium- 
chlorid auf 0,9% nachgesalzen worden war. Vor der Verwendung wurde 
das Elektrodialysat durch Zentrifugieren von der Triibung befreit. 


Die Adsorptionsrestlésungen enthielten weniger als 5 Einh. /cem, d. h. es 
sind iiber 87.5 ©, des gebotenen Antiricins adsorbiert worden, also mindestens 
350 Einh. Ferner enthielten sie 0,050 mg N /cem, d.h. es sind 88,3, 

3.77 mg N adsorbiert worden. 


Aus den Adsorbaten sollte nun das Antiricin durch Elution wieder 
befreit werden: 


a) Dreimalige Elution mit je 10 cem m/3 Phosphatpuffer py 7,17. 





1. Elution 2. Elution 3. Elution 
ES ee re 12,5 10 5 
Einh. eluiert. . . . ... 125 100 50 
°% AR. eluiert. . ae ee 36 29 14 
0.252 0,093 0,049 


mg N/cem . ae a ; 
mg N/100 Kinh.. . . . . 2.0 0.93 1,0 
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b) Dasselbe wie in a), noch einmal wiederholt (am nachsten Tage). 





1. Elution 2. Elution 3. Elution 
NN Se eg, ae, 12,5 10 5 
Kinh. eluiertt. . . .... 125 100 59 
% AR. eluiert...... 36 29 14 
Tk. geek. & ws 0,255 0,085 0,034 
mg N/100 Einh. . . .. . 2.0 0,85 0,68 


c) Einmaliges Waschen mit 10 cem 0,85 °%%iger Kochsalzlésung, danach 
dreimalige Elution mit je 10 cem Phosphatpuffer, py 7,17. 





‘noe 1. Elution 2. Elution 3. Elution 
Einh./eem . . . . ‘ 0 12.5 8,33 5 
Einh. eluiert. . . .. 0 125 83,3 50 
% AR. eluiert. . . . — 36 24 14 
a 0,026 0,157 0.078 0,017 
mg N/1LO0 Kinh. . . . _ 1,26 0,94 0,34 


d) Einmalige Elution mit 20 cem Phosphatpuffer, danach zwei weitere 
Flutionen mit je 10 ccm. 





1. Elution 2. Elution 3. Elution 
ee 7,14 7,14 5 
Einh. eluiert ..... . 143 71,4 50 
% AR. eluiert ..... 41 20 12 
ga nee 0,143 0,093 0,070 
mg N/10) Kinh.. . ... 2.0 1,3 1,4 


Versuch 29. 


Serum Nr. 51, 10° ig, in Kochsalzlésung, wurde mit 40 °,iger Ammon- 
sulfatsaéttigung ausgesalzen, danach 18 Stunden elektrodialysiert. Es wird 
eine stark getriibte Lésung erhalten, ferner kleine Eiwei8kliimpchen. 

Das Ausgangsserum enthielt 25 Einh./cem. Im Elektrodialysat wurden, 
nachdem es mit Natriumchlorid auf 0.9 % nachgesalzen worden war, 
20 Einh. /eem gefunden. Am nichsten Tage wurden 33,3 Einh. /ecem bestimmt 
(iiber den Verstaérkungseffekt s. oben). 

Das Ausgangsserum enthielt 0,985 mg N /eem, d. h. 3.98 mg N/100Einh. 
Das Elektrodialysat enthielt. nachdem es klar zentrifugiert worden war, 
0,283 mg N/eem, d.h. nach der Verstaérkung 0,85 mg N /100 Einh. 

Zur Adsorption wurden 10 ccm Elektrodialysat zu dem Riickstand 
von 20 ccm Tonerdesuspension gegeben: In der Restlésung waren weder 
Stickstoff noch Antiricin in bestimmbaren Mengen vorhanden. 
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a) Dreimalige Elution mit je 10 cem m/3 Phosphatpuffer, py 7,17. 





1. Elution 2. Elution 3. Elution 


ee re 12,5 7,14 <= ® 
Kinh. eluiert . . . ies 125 71,4 < 50 
Bm. @umemt . wk. 37,5 21 7 
SO eae a 0,174 0,951 

mg N/100 Einh.. . ... 1,39 0,71 os 


b) Einmaliges Waschen mit 10 cem 0,85 iger Kochsalzlésung, danach 

dreimalige Elution mit je 10 cem m/3 Phosphatpuffer, py 7,17. In der 

Waschlésung war weder Stickstoff noch Antiricin in meBbaren Mengen 
zu bestimmen. 





1. Elution 2. Elution 3. Elution 


Kinh./eem . ence 12.5 6,25 < 5 
Kinh. eluiert . ene oD 125 62,5 < 5) 
% AR.eluiert...... 37.5 18,8 < 15 
ee. eee 0,145 0,92 - 
mg N/100 Einh.. . .. . 1,16 0,31 - 


Versuch 30. 


Ziegenserum wurde 10 °,ig in Kochsalzlésung gelést. (Zum besseren Lésen 

blieb das Trockenserum iiber Nacht mit dem Lésungsmittel stehen, bevor 

es am nichsten Tage zentrifugiert wurde.) Es enthielt 50 Einh. /ecm, 
0,391 mg N/eem, d.h. 0,78 mg N/100 Einh. 


Aussalzung mit 40 %iger Ammonsulfatsaéttigung, danach 17 Stunden 
Klektrodialyse. Es wurden im Elektrodialysat 25 Einh. ecm und 0,043 mg 
N /eem, d. h. 0.17 mg N/100 Einh. bestimmt. 

Zur Adsorption wurden zum Riickstand von 20 cem Tonerdesuspension 
10 cem Elektrodialysat gegeben, das mit festem Kochsalz nachgesalzen 
worden war: Kein Antiricin und 0,0017 mg N/cem (bestimmt in 20 ecm) 
in den Restlésungen. 

Zur Elution wurden dreitaal je 10 cem Phosphatpuffer zugegeben. 
In den Elutionen waren keine meBbaren Mengen Antiricin und nur Spuren 
von Stickstoff zu bestimmen. 

Das MiBlingen der Elutionen in diesem Versuch, das einzige unter 
den gesamten Elutionen von Tonerdeadsorbaten, ist wahrscheinlich dem 
geringen Stickstoffgehalt zuzuschreiben, der im Elektrodialysat gefunden 
worden war ‘ind schon einen hohen Reinheitsgrad des Antiricins angibt. 
(0,17 mg N /100 Einh. gegeniiber z. B. 0,85 mg N /100 Einh. in Versuch 29). 


Versuch 31. 


Ziegenserum in 10 °%,iger Lésung hergestellt, wie im vorigen Versuch, wurde 

mit 40 °,iger Ammonsulfatséttigung ausgesalzen und 12 Stunden elektro- 

dialysiert. Das Ausgangsserum enthielt 100 Einh. /ecm und 0,664 mg N /eem, 
d. h. 0.664 mg N/100 Einh. 


Zur Adsorption wurden zu dem Riickstand von 20 cem Tonerde 
suspension 10 cem Dialysat gegeben, die mit Kochsalz nachgesalzen worden 


waren. 
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Nach der Adsorption wurden in den Restlésungen 8.3 Einh./eem und 
0.066 mg N/cem (errechnet nach Abzug des wie oben bestimmten Rest- 
stickstoffs) bestimmt. Adsorbiert wurden 917 Einh. und 73,5°, des Stick- 
stoffs 1,83 mg. 

Dreimal je 10 cem m/3 Phosphatpuffer, py 7.17, zur Elution. 





1. Elution 2. Elution %. Elution 
Sa a 35,8 19 < § 
Kiuh. eluiert ...... 358 100 < 59 
% AR eluiert ..... 39 11 55 
mg Nieem .. em 0,983 0,034 0,014 
mg N/100 Einh.. . . . . 0,231 0,34 ’ 


Versuch 32. 
Ziegenserum, wie oben mit 40°%,iger Ammonsulfatséttigung fraktioniert 
und 12 Stunden elektrodialysiert. 

Ausgangsserum und Elektrodialysat enthielten 62.5 Einh./eem?. In 
letzterem wurden ferner bestimmt 0.227 mg N /cem, d.h. 0,36mg N /100 Einh. 

Zur Adsorption wurden zum Riickstand von 20 ccm Tonerdesuspension 
10 cem Elektrodialvsat gegeben (nachgesalzen mit Natriumchlorid). In 
den Adsorptionsrestlésungen wurde bestimmt: 10 Einh./cem und 0,130 mg 
N/cem, d.h. 1,3 mg N/100 Einh. Es sind also 525 Einh. und 43°, des 
Stickstoffs gleich 0,97 mg adsorbiert worden. 


Zur Elution wurden dreimal je 10 ccm m/3 Phosphatpuffer zugegeben. 





1. Elution 2. Elution 3. Elution 
Einh.’cem . Se ae 10 7,14 < 5 
Eioh. eluiert ..... . 100 71,4 ~ 5) 
% AR. eluiertt ..... 19 14 = 9 
os er a 0,044 0,016 0,908 
mg N/100 Einh.. . sa 0,44 0,23 ? 
» = ee 45.4 16,5 8.2 


Versuch 33. 
Eine 10 °,ige Lésung von Kaninchentrockenserum Nr. 67 wurde mit 40 °,ige! 
Ammonsulfatsattigung ausgesalzen und 12 Stunden elektrodialysiert. Das 
Serum enthielt 125 Einh. /eem und 1,064 mg N /eem, d. h. 0.85 mg N /100 Einh. 
Das Elektrodialysat enthielt 125 Einh./eem und 0,533 mg N/ccm, d. h. 
0,43 mg N/100 Einh. 

Zur Adsorption wurden zum Riickstand von 20 ccm Tonerdesuspension 
10 cem Elektrodialysat gegeben, die mit Kochsalz auf 0.9°, nachgesalzen 
worden waren. 

In der Adsorptionsrestlésung wurde bestimmt: 41,7 Einh./eem und 
0,284 mg N /cem, d. h. es sind 66,6 °% des Antiricins = 833 Einh. und 46,7 %, 
des Stickstoffs 2.49 mg adsorbiert worden. 


1 Der in den Versuchen 31 und 32 schwankende Antiricingehalt erklart 
sich aus der S. 180 beschriebenen, mit der Zeit eingetretenen Léslichkeits- 
anderung des Ziegentrockenserums. 
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Zur Elution wurden dreimal je 10 cem m/3 Phosphatpuffer, pq 7,17. 
zugegeben. 





1, Elution 2. Elution 3. Elution 
ee ee ee 16,7 12,5 6.25 
Einh. eluiert . .. .. . 167 125 62,5 
%°AR. eluiert ..... | 2) 15 7,5 
eM es 0,162 0,049 0,029 
ee eee 65.2 19,7 115 
mg N/100 Kink. . . . . 0,97 0,39 0,46 


Versuch 34. 


Eine 10°%jige Lésung von Serum Nr. 63 wurde mit 40°,iger Ammon 
sulfatsattigung ausgesalzen und 12 Stunden elektrodialysiert. 

Das Ausgangsserum enthielt 83,3 Einh./cem und 1,21 mg N/cem, d. h. 
1,46 mg N/100 Einh. Nach der Elektrodialyse: 83,3 Einh. /eem und 0,542 mg 
N/cem (berechnet nach Abzug des Reststickstoffs, s. oben), d. h. 0,65 mg 
N /100/Einh. 

Zur Adsorption wurden zu dem Riickstand von 20 cem Tonerde- 
suspension 10 cem Elektrodialysat gegeben (nachgesalzen mit NaCl) und 
nach der Adsorption 16.7 Einh./cem und 0,332 mg N/cem bestimmt, d. h. 
666 Einh. 80°, des Antiricins und 2,10 mg N 38% des Stickstoffs 
sind adsorbiert. 

Zur Elution wurden dreimal je 10 cem m/3 Phosphatpuffer, pq 7,17 
zugegeben. 





1. Elution 2. Elution 3. Elution 
Einh./eem. . eee 12,5 8.33 < § 
Einh. eluiert . . . . a. 125 833 < 50 
% AR. eluiert ..... 19 12.5 < 75 
mg N/ecm my aS ear 0,107 0,032 0,921 
ee ss Rats s 51 15 10 
mg N/10) Kink... . . . 0,86 0,38 ? 


Den vorstehenden Versuchen laBt sich folgendes entnehmen: 
Durch Adsorption an Tonerde Cy gelingt es, aus antiricinhaltigen 
Sera einen groBen Teil des Antiricins, stets zusammen mit EiweiB. 
zu adsorbieren. 

Geht man von schwachen Sera aus, mit etwa 25 bis 50 Einh./cem, 
dann ist in den Adsorptionsrestlésungen das Antiricin, bezogen auf 
EiweiB, unreiner, als es in dem urspriinglichen Serum gewesen ist. 

War das Serum, aus dem adsorbiert worden ist, aber sehr hoch- 
wertig, dann wird durch die Adsorption eine Reinigung erzielt. Der in 
der Adsorptionsrestlésung verbliebene Anteil des Antiricins ist zwei- 
bis dreimal reiner von EiweiB, als es im urspriinglichen Serum ge- 
wesen ist. 

Die Elution des an Tonerde adsorbierten Antiricins und EiweiBes 
wurde stets dreimal wiederholt. Dabei zeigte sich folgendes: Die erste 
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Elution entfernt etwa 70 °,, des adsorbierten Eiweibes und etwa 20 bis 
40°, des adsorbierten Antiricins. Dadurch ist diese Elution in der 
Regel eiweiBreicher als das Ausgangsserum, was sich in dem gr6éBeren 
Quotienten mg N/100 Einh. ausdriickt. In der zweiten Elution werden 
nur noch 13 bis 17°,, des adsorbierten EiweiBes und 10 bis 30°,, des 
adsorbierten Antiricins eluiert. In dieser Elution war bis auf ganz 
vereinzelte Ausnahmen eine Reinigung des Antiricins gelungen. In 
gewissem Umfang gilt das auch fiir die dritte Elution. Nur kénnen in 
dieser die Werte nicht mit derselben Genauigkeit angegeben werden, 
da der Stickstoffgehalt der untersuchten Lésungen teilweise auBerst 
gering war. 

Durch Ausfaillung mit Ammonsulfat gelingt es, einen Teil der 
Serumk6rper zu entfernen, ohne daB ein Verlust an Antitoxin eintritt. 
Durch die nachfolgende Elektrodialyse wurde in manchen Fallen durch 
Denaturierung und Ausfallung von EiweiB noch eine weitere Reinigung 
in geringem Umfange erzielt. 

Auch aus den Elektrodialysaten lieB sich das Antiricin zusammen 
mit Eiwei®B an Tonerde adsorbieren und aus diesen Adsorbaten durch 
neutralen Phosphatpuffer eluieren. 

In der folgenden Tabelle sind nochmals die Ergebnisse der oben 
protokollierten Versuche 28 bis 34 zusammengestellt. Die Zahlen 
zeigen die Reinheit des Antiricins, ausgedriickt in ,,.mg N/100 Einh.” 





Versuch _ Vor der _ Nach der iia. a Pe ide 
Elektrodialyse Elektrodialyse 1. Elution 2. Elution 3. Elution 
Nr. mg N/100 Einh. mg N/100 Einh. 
28 3,94 1,07 2.0 0,93 1,0 
2.0 O.85 0,68 
29 3.94 0,85 1,39 0,71 
31 0.66 0,23 0,34 
32 0.36 0.44 9,23 
33 0,85 0,43 0,97 039 0,46 
34 1,46 0,65 0,86 0.38 


Ganz im allgemeinen gilt aber folgendes: Je gréBer der Antiricin- 
gehalt der gereinigten oder ungereinigten Sera war, aus denen adsorbiert 
worden ist, desto geringer ist der in drei Elutionen faBbare prozentuale 
Anteil des adsorbierten Antiricins; z. B. wurden in Versuch 24 bzw. 20 
bei einem urspriinglichen Gehalt des Serums von 80 Einh./eem 56 
bzw. 70°;, des Adsorbierten eluiert. In Nr. 33 bzw. 19 sind bei einem 
urspriinglichen Gehalt von 125 bzw. 156 Einh./cem durch drei Elutionen 
zusammen nur 40 bzw. 42,5°,, des Adsorbierten erfaBt worden. Je 
reiner also bereits das zur Adsorption gelangende Material war, desto 
geringer ist der Elutionsreinigungseffekt. 
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Leider ist das EiweiB leichter zu eluieren als das Antiricin aus 
Tonerdeadsorbaten; z. B. sind in Versuch 33 wohl 96°,, des EiweiBes. 
aber nur 42,5°,, des Antiricins aus dem Adsorbat eluiert worden. 

Es muB weiteren Untersuchungen vorbehalten bleiben, dasjenige 
Agens zu finden, das imstande ist, auch diesen reinen Antiricinrest, 
der noch am Adsorbens haftet, zu eluieren. 


VI. Das Verstirkungsphinomen. 


Es soll hier nochmals im Zusammenhang das Phinomen der 
spontanen Verstarkung der Sera besprochen werden. 

1. Die Immunisierung der Tiere fiihrte zu Sera, die maximal 
400 Einh./eem enthielten. Die Trockensera zeigten bald nach ihrer 
Bereitung denselben Antiricingehalt. Beim Altern nahm der Anti- 
ricingehalt zu, bei einem bis auf 1500 Einh./cem. 

2. In drei Fallen wurde beobachtet, daB Sera, aus denen ein Teil 
der EiweiBkérper durch Ammonsulfat ausgefallt und die danach elektro- 
dialysiert worden waren, eine Zunahme des Antiricingehalts zeigten, 
wenn die Elektrodialysate etwa 1 Tag gestanden hatten. 

3. Bei der Verdauung von Sera mit Pankreasfermenten! wurden 
in einigen, in diese Arbeit nicht aufgenommenen Versuchen An- 
deutungen dafiir gefunden, dab bei lang andauernder Verdauung der 
Antiricingehalt zunimmt. Es muBte darauf verzichtet werden, auf diese 
Versuche naher einzugehen, da es sich nur um vereinzelte Beobachtungen 
handelte. 

Wie im Laufe der Arbeit beschrieben worden ist, sind Punkte | 
und 2 durch Kontrollen hinreichend gesichert. 

‘Es ist wohl kaum médglich, eine sichere Deutung dieses Ver- 
stirkungsphinomens zu geben. Es liegt uns natiirlich fern zu behaupten, 
daB Antiricin entstanden sein muB. Denn es ist ebensogut médglich, 
daB Hemmungsstoffe verschwunden sind, die die Ricinantiricinreaktion 
stérend beeinfluBt haben. Mehr laBt sich wohl zurzeit nicht tiber das 


Phanomen sagen. 
VII. Antiricin und proteolytische Fermente. 


Die Forschungen der letzten Jahre haben bekanntlich ergeben, 
daB die Untersuchung, ob ein bestimmtes Ferment einen Korper un- 
bekannter Konstitution angreift, Riickschliisse tiber seine Zusammen- 
setzung erlaubt. Es muBte dieses einen Anreiz bieten, mit Hilfe der 
modernen Methodik die Widerstandsfahigkeit des Antiricins gegen 
Fermente, besonders die proteolytischen, zu untersuchen. Es war 


' Siehe unten. 
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schon friiher gefunden worden, da®B Antiricin eine Resistenz gegen 
Trypsin“! besitzt. Zur Zeit der damaligen Untersuchung konnte man 
noch nicht Trypsin und Trypsinkinase, noch weniger Carboxypoly- 
peptidase voneinander unterscheiden. Auch war das Erepsin noch 
nicht bekannt. 


So ergab sich denn jetzt, unter Beriicksichtigung der Arbeiten 
von R. Willstatter und E. Waldschmidt-Leitz, die Aufgabe, die Wirksam- 
keit der in den letzten Jahren naher prazisierten tryptischen und 
ereptischen Enzyme auf Antiricin zu untersuchen. 


Trypsin. 


Als Ausgangsmaterial fiir Verdauungsversuche mit Trypsin wurde 
aus ganz frisch vom Schlachthof bezcgenen Schweinepankreas ein 
Trockenpraparat? hergestellt, das fiir alle folgenden Versuche benutzt 
wurde. Dieses wurde 1:10 in Glycerin gelést und von groben unlés- 
lichen Teilchen durch scharfes Zentrifugieren befreit. Es wurde 
eine etwas triibe Lésung erhalten, die, im Eisschrank aufbewahrt, 
auch nach monatelangem Stehen keine Abnahme der Wirksam- 
keit zeigte. 


Die Kinaselésung zur Aktivierung wurde aus Pferdedarmschleim- 
haut hergestellt*. 


Zur Bestimmung der Proteinase des Pankreas wurde die Methode von 
R. Willstdtter. S. Dunaiturria und G. Kiinstner* benutzt. 0,1 cem Pankreas- 
Glycerinauszug + 0.3 cem Kinaselésung + 2.6 cem Wasser wurden 30 Mi- 
nuten bei 30° im Thermostaten gehalten. (Es bewahrte sich sehr gut, zum 
Antrieb der Riihrung im Ostwaldschen Thermostaten einen .,.F6n‘‘ zu be- 
nutzen). Dann wurden 2 ccm Puffer (n Ammoniak + n Ammonchlorid, [ : 1) 
und 5cem 6% ige Caseinlésung (Hammarsten) zugegeben und weitere 
20 Minuten bei 30° gehalten. Unter den Bedingungen dieser Bestimmung 
ergaben 0,1 cem Pankreas-Glycerinauszug einen Zuwachs von 1,48 ccm 
0,2n KOH. Die Verdauung wurde gemessen durch Titration in alkoholischer 
Lésung®. 

Durch Kontrollen wurde festgestellt, da8 das Kinasepraparat aus- 
gezeichnet wirksam war, ferner, daB 0,3 cem Kinaselésung 0,1 cem Pankreas- 
Glycerinauszug maximal aktivierten. 


1 M. Jacoby, Beitr. z. chem. Physiol. u. Pathol. 1, 51, 1901. 

2 R, Willstdtter u. Waldschmidt - Leitz, Zeitschr. f. phys. Chem. 125 
150. 1923. 

3 E. Waldschmidt-Leitz, ebendaselbst 182, 181, 1923/24. 

* Ebendaselbst 161, 191, 1926. 

5 R. Willstatter und E. Waldschmidt-Leitz. Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 
54. 2988, 1921. 
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Ferner wurde in demselben Pankreas-Glycerinauszug der Gehalt 
an Carboxypolypeptidase bestimmt!. Als Substrat diente Chloracetyl- 
1-Tyrosin?. Die Reinheit dieses Praparats wurde durch Bestimmung 
des Stickstoffs und des Schmelzpunktes festgestellt. Ferner wurde 
die Abwesenheit von Tyrosin nach van Slyke kontrolliert. 

0,1 cem Pankreas-Glycerinauszug + 0,3 cem Kinaselésung 1,6 cem 
Wasser wurden 30 Minuten bei 30° gehalten, dann 5 ccm Substratlésung, 
enthaltend 0,0002 Mol Chloracetyl-l-Tyrosin (mit NaOH, m,15 Phosphat- 
puffer und Bromthymolblau als Indikator auf pa = 7,4 eingestellt) zu- 
gegeben und nach der Reaktionsdauer mit 2 ccm 0,2n Natronlauge die 
Reaktion unterbrochen. 

Der Zuwachs an freien Aminogruppen wurde mit Hilfe der van Slyke 
schen Methode bestimmt. 


Die Konstante der monomolekularen Reaktion ergab sich unter 
den Bedingungen dieses Ansatzes: 


fiir 20 Minuten zu 0,0095 


. 40 am » 0,0092 
. 60 “ » 90,0109 
80 ¥ >» 0.0107 


Da sich das Ammonion fiir die Priifung auf Antiricin als schadlich 
erwiesen hatte (siehe Versuche zur Elution von Kaolinadsorbaten durch 
Ammonphosphat) wurde versucht, bei der Proteinasepriifung den Ammon- 
durch Phosphatpuffer zu ersetzen. Es wurden an Stelle von 2 ccm 
(n Ammoniak und n Ammonchlorid, 1: 1) 2 cem m/3 sekundéres Natrium 
phosphat genommen. Es ergab sich, bei Beibehaltung aller anderen 
Bedingungen des Proteinasepriifansatzes. ein Zuwachs von 1,12 ccm 
O.2n KOH. 

Da Antiricin ein Serumbestandteil ist, muBte bei der Priifung 
der Angreifbarkeit des Antiricins durch proteolytische Fermente beriick- 
sichtigt werden, daB Serum an und fiir sich schwer verdaulich ist, 
wobei hier auf die Frage der Existenz eines Antitrypsins nicht ein- 
gegangen werden soll. 


Es war daher zuerst festzustellen, wie man die Fermentmenge und 
die Reaktionsdauer wahlen muB, um eine hinreichende Verdauung 
von Serum zu erreichen. Diese wurde gemessen bei den Versuchen, die 
mit Ammonpuffer ausgefiihrt worden sind, wie oben angegeben. Da- 
gegen wurden die Versuche, in denen Phosphatpuffer angewendet 
worden war, in Methylalkohol® titriert. 


! Waldschmidt-Leitz u. Purr, Ber. d. Peutsch. chem, Ges. 62, 2217, 1929. 

2 Hergestellt nach FE. Fischer, ebendaselbst 37, 2486, 1904. 

3 EB. Waldschmidt-Leitz u. A. Schaffner, Zeitschr. f. phys. Chem. 151. 
31, 1925/26. und zwar 8S. 36. 








224 F. Reuter: 


Versuch 35. 


Verdauung von 6%, Casein und 10°, Serum (in Kochsalzlésung) mit ver- 
schiedenen Fermentmengen und Puffern bei konstanter Reaktionsdauer 
von 20 Minuten bei 30°. 





0%! 
a Kinase- Wesser Ammon- = m3 6% Serumis Zuwachs 
Auszug Lésung puffer Na,HPO, Casein — 0,85"/oig. in cem 

NaCl 0.2n KOH 
ecm ecm } eem ecm eem ecm com 
0,1 | 0,3 2.6 2 5 1,48 
0,2 0,6 2,2 2 5 2,01 
04 1,2 1,4 2 a) 2,75 
0.8 2.2 _ 2 - D ™ 3.51 
0.1 0.3 2.6 2 i) 1,12 
0,2 0.6 2,2 — 2 a) 1,56 
04 1,2 1,4 — 2 5 2,26 
0,8 2,2 _ 2 5 2.91 
0,1 0.3 26 2 5 0,26 (0,19) 
0.2 0,6 2,2 2 5 0,44 
04 1,2 14 2 -- a) 0,74 (0,82) 
0.8 2,2 2 _ a) 1,15 
0,2 0,6 2,2 2 5 0),22 
04 1,2 1 — 2 _ 5 0.52 
08 2,2 ~ 2 5 0,92 


Versuch 36. 


Verdauung von 6% Caseinlésung und 10%, Serum (in physiologischer 
Kochsalzlésung) durch 0,7 cem Pankreas-Glycerinauszug, aktiviert und 
unaktiviert, bei verschieden langer Reaktionsdauer. 

Versuchsansatz: Ein Vielfaches der folgenden Versuchsansatze wurde 
zur Reaktion gebracht und nach verschiedenen Zeiten je 10 cem zur Titra- 
tion entnommen. 

Aktiviert: 0.7 cem Pankreas-Glycerinauszug — 2,1 ccm Kinaselésung 

0,2 cem Wasser 30 Minuten bei 30°C. Dann 2¢cem m3. sekundires 
Natriumphosphat und 5 ccm Substratlésung zugegeben. 





Unaktiviert: 0,7 ecem Pankreas-Glycerinauszug 2.3.cem Wasser 
2cem sekundares Natriumphosphat +} 5 ccm Substratlésung. 
; 
360 


Reaktionsdauer in Min.: 20 40 60 120 240 


Zuwachs in cem 0.2n KOH 


Serum: unaktiviert. . . 6,01 0,08 0,16 0 23 0.30 - 
aktiviert. . . = 0,27 0.43 0,53 063 1,05 

Casein: unaktiviert. . . 075 1.28 1,72 2.60 3.44 - 
aktiviert. . . . 1,60 2.75 3.47 4,16 4.88 — 


Die in Versuch 36 benutzte Fermentmenge. also 0,7 cem Pankreas- 
Glycerinauszug, bewirkte stets eine gute Verdauung von Casein, ebenso 
wie von Serum. Der GréBenunterschied der fiir den Zuwachs an 0,2 n 
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KOH fiir Casein und Serum erhaltenen Titrationswerte, an denen ja 
die Verdauung gemessen wurde, ist zum Teil wohl schon dadurch 
begriindet, daB in 5cem 6°, iger Caseinlésung viel mehr EiweiB, nim- 
lich 300 mg, als in 5cem 10°,,igem Serum enthalten ist, in denen nur 
etwa 32 mg EiweiB sind. 

Der beim Serum durch 0,7 ccm aktivierten Pankreas-Glycerin- 
auszugs in 360 Minuten bei 30°C verursachte Zuwachs von 1,05 cem 
0,2n Kalilauge, entsprechend etwa 3 mg Aminostickstoff, bedeutet 
eine Umwandlung von etwa 60°, des urspriinglich insgesamt vor- 
handenen Stickstoffs in titrierbare Aminogruppen. 

Mit dieser Fermentmenge wurden nun Versuche tiber die Angreif- 
barkeit des Antiricins durch Proteinase + Carboxypolypeptidase an- 
gestellt. 

Es wurde von einer Trennung der beiden Fermente abgesehen, 
weil sich im Laufe der Untersuchungen herausstellte, daB Antiricin 
von dem Fermentgemisch, das beide Fermente in gut wirksamer Form 
enthielt, nicht angegriffen wird. Uber diese Feststellung hatte man 
auch bei Verwendung der voneinander getrennten Fermente nicht 
hinwegkommen kénnen. 

Methodisch war zu _ beriicksichtigen, daB sich im Laufe der Unter- 
suchungen herausstellte, daB antitoxisches Serum, das einer Verdauung 
unterworfen worden war, bei der Priifung mit Ricin St6rungen veranlaBte. 
Es trat naimlich Hamolyse in einem MaBe ein, daB erst an den Réhrchen, 
die weniger als 0,2 cem von dem verdauten Serum enthielten, eine Ab- 
lesung méglich war. 

Durch ein halbstiindiges Erhitzen der Fermentlésung auf 56°C, das 
nachweislich die Fermentwirkung nicht schadigte, konnte die hamoly- 
sierende Wirkung des verdauten Serums wohl verringert, aber nicht auf- 
gehoben werden. 

Es war zunachst mdéglich, daB die Hamolyse durch Verdauungsprodukte 
verursacht worden war. Folgender Versuch bewies nun, da®B es nicht aus- 
schlieBlich die Verdauungsprodukte sein kénnen, die die Hiamolyse ver- 
ursachen: Verschiedene Mengen Pankreas-Glycerinauszug wurden normal 
aktiviert, Phosphatpuffer zugegeben und das Substrat, d.h. die 5 ccm 
Serum, durch die gleiche Menge physiologjscher Kochsalzlésung ersetzt. 
Mit dieser Lésung, die nach der Verdauung bis zu inrer Verwendung in 
Eis gekiihlt worden war, wurden Priifreihen gegen Ricin angesetzt, als ob 
es sich um ein antitoxisches Serum handelte. 

Es ergab sich aus diesem Versuch, daB es héchstwahrscheinlich 
das im Pankreas-Glycerinauszug enthaltene artfremde EiweiB ist, 
das Hamolyse bewirkt, dessen Wirkung sich aber durch kurzes Er- 
wirmen auf 56°C wohl mindern, aber nicht aufheben laBt. 

Ferner wurde durch geeignete Kontrollen festgestellt, daB die 
angewandten Lésungen nicht etwa das Ricin schadigen und dadurch 
eine Antiricinwirkung vorgetéuscht wird. Am sichersten gelang es, 
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die stérende Haimolyse zu beseitigen, indem wir uns an ein von 
M. Jacoby' beschriebenes Verfahren anlehnten. 


Ein Vielfaches folgenden Ansatzes wurde in einem verschlossenen 
GefaéB zur Reaktion gebracht. 0,7 cem Pankreas-Glycerinauszug 2.1 cem 
Kinaselésung + 0,2 cem Wasser 30 Minuten bei 30°C zur Aktivierung, 
dann 2cem m/3 sekundares Natriumphosphat und 5 cem 10° ,iges Serum 
(verdiinnt mit physiologischer Kochsalzlésung) zugegeben. Nach ver- 


schiedenen Zeiten wurden je 10 cem entnommen und mit 10 cem gesattigter 


Ammonsulfatlésung vermischt, d. h. bei 50 °jiger Ammonsulfatsattigung aus- 
gesalzen. Nachdem die Triibung sich zusammengeballt hatte. wurde durch 
ein gehartetes Ff ilter abfiltriert und tnehrmals mit Ammonsulfat der gleichen 
Sattigung nachgewaschen. Nach dem Ablaufen der Waschlosung wurde 
der Niederschlag méglichst gut auf dem Filter getrocknet, dann mit einem 
Nickelspatel sorgfaltig abgekratzt, in 10 cem Wasser gelést und in Dialysier- 
hiilsen von Schleicher und Schill 18 bis 24 Stunden gegen laufendes Leitungs- 
wasser dialysiert. Nach dieser Zeit wurden 0.1 g festes Natriumchlorid 
in die Hiilsen gegeben, um fiir die Priifung auf Antiricin die richtige Salz- 
konzentration zu haben, ferner aber, um eventuell ausgefallene Globuline 
wieder in Lésung zu bringen. 


Diese Aussalzung wurde vorgenommen in der Idee, daB sicher 
ein Teil des mit Pankreas-Glycerinauszug zugefiihrten artfremden 
EiweiBes ebenso wie die Hauptmenge der Verdauungsprodukte durch 
50°.,ige Ammonsulfatsattigung sicher nicht ausgefallt werden, wahrend 
das Antiricin schon bei 40 ° ,iger Ammonsulfatsattigung sicher quantitativ 
in den Niederschlag geht (s. Versuche tiber die Fraktionierung und 
Elektrodialyse). 

Die zur Dialyse angesetzten Lésungen unterschieden sich in ihrem 
Salzgehalt, verursacht durch den verschiedenen Gehalt der Nieder- 
schlige an Ammonsulfat nach dem Abtrocknen. Die Folge hiervon 
war, daB die Endvolumina nach der Dialyse verschieden groB waren. 
Darauf wurde bei der Berechnung Riicl-sicht genommen. 


Versuch 37. 


Verdauung eines antitoxischen Serums mit oben angegebenen Ferment- 





mengen. 
Reaktionszeit Einh./eem nach der Verdauung Zuwachs cem 0,2n KOH in 
se naaiiithietiadiads iteteai ; 10 cem Verdauungsgemisch 
Min. gefunden korrigiert (= 5eem Serum) 
0 41.7 417 
29 16.7 33,3 ? 
40 16.7 33.3 0.27 
60 35.7 39 2 9.43 
120 25.0 49.0 0.53 
240 16,7 35.0 0.63 


! Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 46, 28, 1901. 
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Nach MaBgabe der Methodik sind die gefundenen Werte so auf- 
zufassen, daB bei guter KiweiBverdauung eine Verdauung des Antiricins 
nicht stattgefunden hat. Die Schwankungen der Antiricinwerte kénnten 
durchaus durch unvermeidliche Verluste entstanden sein. 

Auf Grund dieser Versuche wurde nun versucht, ob sich durch Ver- 
dauung eines antitoxischen Serums durch das Pankreaspraparat zu einer 
Reinigung des Antiricins kommen /aBt. 

Eine gréBere Menge hochwirksamen Serums wurde in demselben 
Versuchsansatz wie Nr. 36 bzw. 37 mit Pankreaspraparat 240 Minuten 
verdaut (Zuwachs 0,61 cem 0.2 n KOH). Dann wurde mit 56 % ig. Ammon- 
sulfatsattigung ausgesalzen, filtriert. gewaschen und wie oben 12 Stunden 
elektrodialysiert. Der Antiricingehalt wurde zu 106°, wiedergefunden. 
Der Eiwei®Bgehalt des Elektrodialysats wurde wie iiblich bestimmt und 
in derselben GréBenordnung gefunden, wie in den friiher angegebenen 
Elektrodialyseversuchen. Ebenso der daraus errechnete Reinheitsgrad des 
Antiricins. 

Unsere Erwartung war gewesen, daB durch die Verdauung ein 
Teil der mit dem Antiricin bei 50° ,,iger Ammonsulfatsattigung aus- 
fallenden EiweiBkérper so weit abgebaut wird, daB sie erst bei héheren 
Ammonsulfatkonzentrationen ausfallen, d.h. in diesem Versuch ins 
Filtrat gehen. DaB dieses auch in diesem Versuch der Fall war, bleibt 
nicht ausgeschlossen. Nur diirften mit dem SerumeiweiB auch nicht 
unerhebliche EiweiBmengen aus dem Pankreas-Glycerinauszug mit- 
geschleppt worden sein, die sich bei der angewandten EiweibBbe- 
stimmungsmethode natiirlich nicht von dem SerumeiweiB unter- 
scheiden lassen, d. h. also, den Reinheitsgrad des Antiricins geringer 
erscheinen lassen, als er, bezogen auf SerumeiweiB, in Wirklichkeit 
wohl vorlag. 

Wiirde man ein ,,Trypsin’, das durch geeignete MaBnahmen weit 
gehend von EiweiB befreit wurde, benutzen, so wiirde man wahrscheinlich 
zeigen kénnen, daB bei der Fermenteinwirkung auf antiricinhaltiges Serum 
sich zu einer mehr oder weniger weitgehenden Befreiung des Antiricins von 
SerumeiweiBkérpern kommen laBt. ; 


‘ Erepsin. 


Aus ganz frischem Pferdedarm wurde ein Dauerpraparat her- 
gestellt!. Auf eine Reinigung dieses Praparats wurde verzichtet, da 
es in diesen Versuchen ja nur darauf ankam, eine méglichst groBe Fer- 
mentmenge zur Wirkung auf Antiricin zu bringen. 

Auf die Priifung auf .,Trypsin‘‘ und eventuelle Trennung davon konnte 
verzichtet werden, weil es sich erwiesen hatte, daB Trypsin Antiricin nicht 
angreift. 


1 EB. Waldschmidt-Leitz u. A. Schaffner, Zeitschr. f. phys. Chem. 151, 
31, 1926. 
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Wir haben auch hier wieder die oben angegebene Methode der 
Aussalzung verwendet, um stérende Beimengungen zu _ entfernen. 
Das Erepsinpraparat war von guter Wirksamkeit: 8ccm gaben bei 
der Bestimmungsmethode nach FL. Waldschmidt-Leitz und A. Schaffner! 
bei 60 Minuten Reaktionsdauer bei 30° C eine Spaltung von 34,5 , des 
Leucylglycins (0,1882 g), woraus sich die Reaktionskonstante zu 
0,00317 berechnet. 

Ein Vielfaches folgenden Ansatzes wurde im Thermostaten bei 30° 
gehalten: 3 ccm Erepsinlésung + 2 ccm Wasser + 5ccem 10° iges Serum 
(gelést in m/5 Phosphatpuffer, py 7,8). Nach verschiedenen Zeiten wurden 
10 cem entnommen und, wie oben fiir die Trypsinversuche angegeben, 
weiterbehandelt. 


Wie nicht anders zu erwarten, wurde bei der Titration zur Be- 
stimmung der Dipeptidspaltung keinerlei Zuwachs gefunden, denn 
der Anteil der Dipeptide am Serum ist so geringfiigig, daB eine Spaltung 
mit der angewandten Methodik keinesfalls zu erfassen gewesen ware. 


Versuch 38. 


Verdauung eines antitoxischen Serums mit oben angegebenen Erepsin- 





mengen. 
Reaktionszeit Einh.jecm nach der Verdauung 
Min. "gefunden =———CS=siwKr rigger’ 
0 62.5 57.5 
0 62,5 68,8 
29 62,5 62,5 
49 62,5 68.8 
60 62.5 65,6 
120 62,5 68.8 
240 62.5 68,8 


Aus diesem Versuch geht hervor, daB Antiricin von Erepsin nicht 
angegriffen wird. 


Wie aus den vorangegangenen Versuchen hervorgeht, wird das 
Antiricin weder von der Proteinase und der Carboxypolypeptidase 
des Pankreas, noch von der Dipeptidase des Darms (Erepsin) an- 
gegriffen. 


Zu diesen Versuchen ist zu bemerken, daB die Proteinase gut 
wirksam war und speziell auch die SerumeiweiBkérper verdaut wurden, 
daB ferner die Carboxypolypeptidase und das Erepsin sich als gut wirk- 
sam gegeniiber ihren Substraten erwiesen hatten. 


1 Zeitschr. f. phys. Chem. 151, 31, 1926 
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Hieraus ist es wohl erlaubt zu folgern, da dem Antiricin, d. h. 
dem Antitoxin selber, eine Struktur zukommt, fiir die unter den an- 
gewandten Fermenten keines spezifisch ist; wir verweisen aber auf 
die am Ende dieses Abschnitts gemachte prinzipielle Einschrankung. 

Das Darmferment wurde nur in seiner Wirksamkeit als Dipeptidase 
geprift. In dieser Richtung also kénnen wir uns dahin auBern, daB 
dem Antiricin keine Dipeptidnatur zukommt. Zur Zeit der Ausfiihrung 
unserer Versuche war es noch nicht einwandfrei méglich, das Erepsin- 
praparat auf seine Aminopeptidasenwirksamkeit zu priifen. Wir kénnen 
es daher nur als wahrscheinlich bezeichnen, daB das Antiricin nicht 
unter die Substrate gehért, die durch die Aminopeptidase spaltbar sind. 

Da die Carboxypolypeptidase sich als unwirksam gegeniiber dem 
Antiricin erwies, sind alle von ihr erfaBten Konstitutionen fiir das 
Antiricin sicher nicht zu erwarten. Hier gilt jedoch dieselbe Ein- 
schrankung, wie sie fiir die Proteinase gemacht wurde. 

Kine etwas genauere Erérterung erforderte die Unwirksamkeit 
der Proteinase des Pankreas. Nach Waldschmidt-Leitz wird von der 
Proteinase des Pankreas Casein, Histon und Clupein gespalten. Das 
Antiricin muB sich also in seiner Konstitution von diesen Substanzen 
irgendwie unterscheiden. Ob es nicht irgendwelche komplizierte EiweiB- 
kérper oder EiweiBverbindungen gibt, welche von der Proteinase des 
Pankreas iiberhaupt nicht oder nur nach vorbereitenden Eingriffen 
anderer Art gespalten werden, ist wohl heute noch nicht auszuschlieBen. 


Wir legen daher zunachst nur Wert darauf, den Unterschied der 
Konstitution des Antiricins von Substanzen wie Casein, Histon und 
Clupein vorlaufig auszusprechen. Wir lassen aber unentschieden, 
inwieweit und in welchen Besonderheiten dem Antiricin eine mehr oder 
weniger komplizierte EiweiBkonstitution zukommt. 

Wir glauben durch unsere Fermentversuche das Problem der 
Konstitution des, Antiricins als Beispiel eines charakteristischen Anti 
kérpers, insbesondere eines Antitoxins, so weit eingeengt zu haben, wie 
es bei dem derzeitigen Stande der Enzymforschung in ihrer Einstellung 
zur Ermittlung unbekannter Konstitutionen méglich ist. 

Man muB sich bei dieser Gelegenheit daran erinnern, dab ahnliche 
Versuche von M. Jacoby!, Th. B. Osborne, L. B. Mendel und J. F. 
Harris? und P. Karrer und Mitarbeiter® gemacht worden sind, um 
die Konstitution des Ricins zu ermitteln. Die Autoren fanden, daB 


» 


unreines, d.h. mit viel vom Gift trennbarem EiweiB in Lésung be- 


' Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 46 28. 1901. 
2 Amer .Journ. of phys. 259, 14, 1905. 
3 Zeitschr. f. phys. Chem. 129, 125, 1924. 
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findliches Ricin von Trypsin nicht angegriffen wird. Fiir das gereinigte 
Ricin fanden diese Autoren aber, daB es von Trypsin zerstért wird. 

Dieser Befund ist wesentlich, indem er darauf hinweist, daB man 
bei Substanzen, die chemisch noch nicht isoliert worden sind, keine 
eindeutigen Aussagen bei der Einwirkung von Fermenten erwarten kann. 
Denn alle oben angegebenen Befunde tiber die Unangreifbarkeit des 
Antiricins durch proteolytische Fermente gelten nur fiir das ungereinigte 
Antiricin. Wieweit sich das auf irgendeine Weise gereinigte Antiricin 
anders verhalten wird, laBt sich noch nicht tibersehen. 


VIII, Zusammenfassung. 


1. Antiricin wird aus Antiricin enthaltendem Serum durch Kaolin 
adsorbiert. Da SerumeiweiBkérper dabei auch adsorbiert werden, wird 
auf diese Weise keine quantitative Anderung des Verhaltnisses von 
Antiricin zu den SerumeiweiBkérpern erzielt. Die Adsorption des Anti- 
ricins und des EiweiBes ist proportional der Kaolinmenge. Gereinigtes 
Kaolin adsorbiert energischer, ohne daB dadurch ein gréBerer Reini- 
gungseffekt erzielt wird. 

2. Eine Adsorptionsdauer von 10 Minuten ist ausreichend. Die 
Art des Mischens von Kaolin und Serum, auch die Verdiinnung des 
Serums, ist fiir den Adsorptionseffekt ohne Bedeutung. 


3. Kleine Kaolinmengen adsorbieren das Antiricin mit EiweiB- 
anteilen, welche keine reaktionsfahigen Aminogruppen tragen (Methode 
van Slyke). Bei gréBeren Kaolinmengen wird auBer Antiricin auch 
EiweiB mit reaktionsfahigen Aminogruppen adsorbiert. In diesem 
Falle tiberlagern sich die beiden Adsorptionsvorgange. 

4. Die Elution des an Kaolin adsorbierten Antiricins durch m/3 
Phosphatpuffer, pa 7,17, ist unsicher und maBig. Geringer Zusatz 
von normalem Serum zum Phosphatpuffer verbessert die Elution 
erheblich. Kochsalzlésung eluiert nicht, auch nicht nach Zusatz von 
kleineren und gréBeren (bis 80°.) Serummengen. Ammonphosphat 
ist als Eluens aus technischen Griinden ungeeignet. 

5. Tonerde Cy adsorbiert ausgezeichnet Antiricin und Eiweib. 
Bei schwachen Sera geht die Adsorption von Antiricin und Eiweib 
annahernd parallel. Bei sehr starken Sera wird eine Restlésung erzielt, 
bei der auf die Antiricineinheit weniger EiweiB kommt. 

6. Phosphatpuffer ist ein ausgezeichnetes Eluens fiir Antiricin 
und EiweiB, die an Tonerde adsorbiert sind, wahrend Kochsalz nicht 
eluiert. Die Elutionswirkung des Phosphatpuffers ist abhangig von 
seiner Konzentration. Entscheidend fiir den Elutionseffekt sind die 
Phosphationen und nicht die Salzkonzentration. 
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7. Die Elution des Phosphatpuffers wird nach der sauren Seite 
hin schlechter. Die neutrale Reaktion (py = 7,17) ist fiir die Elution 
geeignet. 

8. Vorbehandlung der Tonerde mit Phosphaten schwacht ihre 
Adsorptionstiichtigkeit, abhangig von der Konzentration des Phosphats 
Die durch diese Phosphatvorbehandlung bewirkte Adsorptionshemmung 
ist nur zum Teil reversibel. Es besteht eine Parallelitat zwischen den 
Phosphatkonzentrationen, die hemmen, und den Konzentrationen, 
welche eluieren. Auch hieraus ergibt sich, daB die Phosphationen das 
wirksame Prinzip bei der Elution sind, indem sie das Eiweif und das 
Antiricin aus dem Adsorbens verdrangen. 

9. Eine Elutionsdauer von 10 Minuten ist ausreichend. Innerhalb 
der methodisch méglichen Grenzen wird der Elutionseffekt durch Ver- 
gr6Berung des Elutionsvolumens nicht verbessert. 

10. Im allgemeinen wurden nacheinander drei Elutionen vor- 
genommen. In der ersten Elution wird am meisten Antiricin eluiert, 
in der zweiten weniger, in der dritten noch weniger. Jede Elution 
entnimmt dem Tonerdeadsorbat einen annaihernd konstanten Anteil 
des jeweils am Adsorbat befindlichen Antiricins. Ist also im Nieder- 
schlag viel Antiricin, so werden alle drei Elutionen gréBere Mengen 
Antikérper enthalten. Relativ bleibt der Anteil der einzelnen Elutionen 
jedoch immer derselbe. Nur wenn man von einem hochwertigen Serum 
ausgeht, bei dem man im Adsorbat sehr viel Antikérper und im Ver- 
haltnis dazu wenig EiweiB hat, wird bei der Elution die hohe Anti- 
kérperkonzentration des Adsorbats nicht vollkommen ausgenutzt, da 
sich der Elutionseffekt annaihernd nach der Menge des adsorbierten 
Eiweibes richtet. 

11. Die erste Elution entzieht dem Adsorbat viel Antiricin, aber 
zusammen mit prozentual viel mehr EiweiB. Das bedeutet, daB in 
der ersten Elution auf die Antiricineinheit mehr EiweiB kommt, als 
in dem Serum, aus dem adsorbiert worden ist. Die zweite Elution 
erfaBt zwar nur noch verhaltnismaBig wenig Antiricin, dafiir aber 
relativ sehr wenig EiweiB. Diese zweite Elution liefert also das eiweib- 
irmste Antiricin. Fir die dritte Elution sind die Werte teilweise zu 
klein, um sichere Angaben zu machen. 


i2. Durch fraktionierte Aussalzung mit Ammoniumsulfat lassen 
sich erhebliche Mengen der SerumeiweiBk6rper ohne Verluste an Anti- 
ricin abtrennen. Macht man mit der durch Elektrodialyse gereinigten 
Ammonsulfatfraktion, die das Antiricin enthalt, Adsorptions- und 
Elutionsversuche, so gelingt eine weitere Reinigung des Antiricins. 
Dieser Reinigungseffekt ist jedoch nur erkennbar, wenn man von 
einem mittelstarken Serum ausgeht. Bei sehr starken Sera kommt 
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man tiber den Reinigungseffekt, der durch die fraktionierte Aussalzung 
bewirkt wurde, nicht hinaus. 

13. Bei der Aufbewahrung der Trockensera und von Elektro- 
dialysaten tritt eine unzweifelhafte Verstarkung des Antiricingehalts 
auf. Entsprechende Beobachtungen scheinen sich auch bei Verdauungs- 
versuchen zu ergeben. 


14. Das Antiricin wird durch aktivierte Proteinase und Carboxy- 
polypeptidase des Pankreas sowie von Dipeptidase des Darms (Erepsin) 
nicht angegriffen, obwohl alle drei Fermente gegeniiber ihren Substraten 
als gut wirksam gefunden wurden. Insbesondere wird auch das Serum 
durch das Pankreaspraiparat gut verdaut. 








Uber die Boassche Benzidinreaktion der Kartoffel. 


Von 
T. Yoshioka, Tokushima (Japan). 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des Krankenhauses Moahit in Berlin.) 


(Eingegangen am 3. Dezember 1930.) 


J. Boas‘ hat vor einiger Zeit eine Farbreaktion beschrieben, welche 
verschiedene Pflanzenextrakte mit Benzidin geben. Boas halt es fiir 
wahrscheinlich, daB hier ein neues Ferment, das er als Metaoxydase 
bezeichnet, vorliegt. Boas zihlt eine Reihe von Unterschieden auf, 
welche die Metaoxydase von den Oxydasen, insbesondere von den 
Phenolasen, unterscheiden. Da es sich um ein sehr bequem zugingliches 
Fermentmaterial handelt, habe ich auf Vorschlag von Herrn Professor 
M. Jacoby unternommen, einige Studien iiber diese Reaktion anzu- 
stellen. 

Zunachst seien hier die fiir diese Mitteilung in Betracht kommenden 
Beobachtungen von J. Boas wiedergegeben: Verschiedene Pflanzenstoffe 
geben mit Benzidin eine rosarote, in Kirschrot iibergehende Farbung. Das 
entstehende Farbprodukt lat sich mit Amylalkohol, Ather und Chloroform 
ausschiitteln. Zu den wirksamen Materialien gehéren Kartoffeln. Das 
Ferment ist sehr thermolabil, es wird bereits durch ziemlich verdiinnte 
Sauren irreversibel inaktiviert, ebenso durch Wasserstoffsuperoxyd. Gegen 
stark verdiinnte Alkalien ist es resistent. Kalte vertriigt es. Das Ferment 
ist leicht léslich in Wasser, verdiinntem Alkohol und Glycerin, unléslich 
in absolutem Alkohol, Ather, Aceton, Petrolather und €hloroform. 

Die Aufgabe dieser Mitteilung besteht darin, die allgemeinen 
Sigenschaften des Ferments, welches der von Boas beobachteten 
Reaktion wohl zugrunde liegt, zu studieren, um seine Einordnung 
zu erméglichen. 

Alle Untersuchungen wurden mit Kartoffelsaft angestellt. Die ge 
schilten und zerstampften Kartoffeln wurden mit der gleichen Menge 


Wasser vermischt, die Aufschwemmung filtriert. Die Wirksamkeit der 


Lésungen wurde so gepriift, daB ermittelt wurde, wieweit man die Lésung 
verdiinnen kann, um noch eine Farbreaktion zu erzielen. Es bedeutet 

ganz dunkelrot, + + tiefrot, rot. Es wird so vorgegangen, daB in der 
ersten Probe sich 1 eem des Saftes findet. in der folgenden 1, cem, dann 


' Diese Zeitschr. 227, 135, 1930. 
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in jeder folgenden immer die Halfte der vorigen Probe. Uberall Verdiinnung 
mit Wasser auf | ecm. Zu jeder Probe wird | cem einer Lésung von | g 
Benzidinum purissimum in 100 cem 70° igen Alkohols yetan, in Kon 
trollen nur | cem 70°,igen Alkohols. 





1 1/y I, Vis Vig 1/49 c¢em 


Mit Benzidin . . . +++ ,.4+4+4+ 444+ of te 
Kontruolle., . . 2... _—- 


Zahlreiche Versuche fielen immer in diesem Sinne aus, so dab 
wir auf die Wiedergabe einzelner Protokolle verzichten kénnen. 

Gegen Schwankungen der Reaktion, die wir durch Phosphat- 
gemische herstellten, ist das Ferment wenig empfindlich. Lést man den 
Kartoffelbrei_ in Phosphatgemischen (m/3) bei wechselndem px, so 
erhalt man von py 9,18 bis 4,49 keine wesentlichen Wirksamkeits- 
sch wankungen. 

Bei J. Boas findet sich die Angabe, daB das Ferment sehr thermo- 
labil ist. Wir haben die Einwirkung verschiedener Temperaturgrade 
studiert. Erhitzt man den Saft 5 Minuten, so bleibt das Enzym bei 
50° véllig wirksam, bei 60° ist es abgeschwacht, bei 70° ist es unwirksam. 

Das Ferment ist aussalzbar. Es fallt quantitativ bei Halb:attigung 
mit Ammonsulfat und bei Ganzsattigung mit Magnesiumsulfat. Von 
dem durch Ammonsulfathalbsattigung niedergeschlagenen Ferment 
wurde das anhaftende Salz durch Dialyse entfernt. Verhindert man 
durch Zusatz von Toluol oder Chloroform Zersetzung, so erhalt man 
eine quantitativ wirksame Lésung des Niederschlags in Wasser. Bei 
langerem Stehen dieser Lésung fallt ein Niederschlag aus, mit dem das 
Ferment mitgeht. Nach dem Filtrieren ist die Lésung unwirksam. 
Immer wieder erkennt man bei verschiedenem Vorgehen, daB das 
Ferment zum Unléslichwerden neigt. 

Durch Alkohol und Aceton wird das Ferment schnell unléslich. 
Besonders das Aceton eignet sich vorteilhaft zur Herstellung eines 
vollwirksamen, aber unléslichen Dauerpraparats. Auf die Wirksamkeit 
von Dauerpraparaten und gereinigten Fermentpraparaten kommen 
wir noch zuriick. 

Die ausgesprochene Neigung des Ferments zum Unléslichwerden 
ist anscheinend auch die Ursache, daB es vorlaufig nicht gelingt, durch 
Adsorption an Kaolin und anschlieBende Elution eine Reinigung des 
Ferments zu erzielen. Sehr leicht kann man allerdings das Ferment, 
und zwar bei sehr verschiedenem px, aus seinen Lésungen nieder- 
schlagen. Aber niemals gelang vorlaufig eine Elution. Wir itiberzeugten 
uns aber, daB das Enzym im unléslichen Niederschlag vollkommen 
wirksam bleibt. Wenn man Aufschwemmungen des Niederschlags 
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untersucht, findet man quantitativ die Fermentwirkung. Kine 
Adsorption an Orthoaluminiumhydroxyd C, (hergestellt nach Will- 
statter) gelang uns in einigermaBen variierten Versuchen nicht. 

Um die Boassche Reaktion in das Schema der Ferment wirkungen 
eingruppieren zu kénnen, priiften wir, ob eine Schwermetallkatalyse 
vorliegt. Das scheint der Fall zu sein. Denn Cyankalium hemmt schon 
in minimalen Konzentrationen die Fermentwirkung vollkommen. 

Ferner untersuchten wir die Metallempfindlichkeit des Ferments. 
Wir fanden es beim Zusammenbringen mit Nickelpulver gegen Nickel 
unempfindlich, dagegen auBerordentlich empfindlich gegen Queck- 
silber. Als wir nun priiften, ob die Quecksilbersublimatwirkung durch 
Cyankalium aufgehoben werden kann, stellte sich heraus, was man 
a priori erwarten muBte, daB die quantitativen Verhaltnisse etwas 
kompliziert sind. Denn es war ja damit zu rechnen, daB das Cyan- 
kalium sowohl die schaidigende Quecksilberwirkung wie das wirksame 
Fermentmetall hemmt. So war es wahrscheinlich, daB Quecksilber- 
cyanid ohne Wirkung sein wiirde, was auch der Fall ist. Quecksilber- 
oxycyanid ist ausgesprochen schadlich fiir das Ferment. 

Die bisherigen Versuche lieferten uns bei der Ammonsulfat- 
aussalzung ein vorliufiges Ergebnis, indem wir den Stickstoffgehalt 
wirksamer Lésungen bei erhaltener Wirksamkeit von 140 auf 44 mg 
Stickstoff herabdriicken konnten. Bei der Herstellung der Ammon- 
sulfatpraparate ist es wesentlich, darauf zu achten, daB sie sorgfaltig 
durch Dialyse vom Salz befreit und dabei nicht inaktiv werden. Das 
erreicht man ohne weiteres durch Zusatz von Chloroform oder Toluol. 
Man kann die wirksamen Ammonsulfatniederschlige auch trocknen, 


ohne daB sie ihre Wirksamkeit verlieren. Bequemer gewinnt man sehr 


haltbare und sehr wirksame Fermentpulver, die allerdings unléslich 
sind, durch Acetonfallung. 


Auszug aus den Versuchsprotokollen. 


1. Verschiedene ma. 





: Pu: 9,18 7,73 7,17 6.64 5,91 4,49 


‘ . 16 Std. Brutschrank 
+++ +++ +++ +++ ++ ++ 
Kontrolle . _ — 
24 Std. Brutschrank 





+++ t+ | +44 +-+ ++ +++ 
Kontrolle . — — | - - - 
18 Stunden Prutschrank. 
Pu: 7,73 7,38 7,17 7,00 6,81 6,64 6,45 
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2. Verschiedene T’emperaturen. 


Erhitzen 5 Minuten, Untersuchung nach Abkiihlung. 








20° 30° 40° 50° 60° 700 800 
t++ +44 +++ +++ + -- 


3. Aussalzung. 
20 ccm Kartoffelsaft werden mit 20 ccm gesiattigter Ammonsulfatlésuny 
gemischt, der Niederschlag in 20 cem Wasser gelést. Man erhalt eine klare 
Losung. 





1 Vo Vy 1. com 


tat +++ | +++ | ++ 


Kontrolle . 


Bei Ganzsattigung des Filtrats der Halbsaéttigung wird kein Ferment 
mehr ausgesalzen. 
10 cem Kartoffelsaft werden mit Magnesiumsulfat gesattigt, der abfiltrierte 
Niederschlag wird in 10 cem Wasser gelést, die klare Lésung gepriift. 





1 tj, 1 lig lig Iso Me64ecm 


+++ / 444+ 4-4 t Spur Spur 
Kontrolle . . = aes — - i 


4. Wirkung des Cyankaliums. 


In jedem Réhrchen 0.5 cem Kartoffelsaft, | cem Benzidin, die angegebene 
Menge Cyankalium, Auffiillung mit Wasser. 





1 '09!08 107 > 06:05! 04 (08/021 02 | Ocem 





Cyankalium 1% . Pee am eg oP Alle 
“ 001% |;—i-'i- - ef ee Se Esl et 
Saftpriifung : 1 1fy 1, Ne | 1/,, ecm 
TTT ais ie 5 ie + ie 


Wirkung des Cyankaliums in gepufferter, neutraler Lésung. 100 g Kartoffel 

brei werden mit einem Gemisch von 70 cem Natriumphosphat (n/3 Soerensen) 

und 30 cem Kaliumphosphat (n/3 Soerensen) versetzt. Die Mischung wird 

durehgeriihrt und nach 20 Minuten filtriert. In jedes Réhrehen 0,5 eem 

Saft, leem Benzidin, '/,°,ige Cyankaliumlésung in fallenden Mengen. 
Auffiillung mit Wasser. 





Cyankalium '/, °/9: 1 | 09 08 O7 O06 O5 04 | 08 0.2 | 0. | Ocem 


- = _ —  — =) + l+4elt44 
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5. Wirkung von Sublimat. 


9,5cem Kartoffelsaft (Phosphatpufferung py 7, m/3), leem Benzidin, 
1 cem Sublimat verschiedener Konzentration mit Wasserauffiillung. 





Sublimatkonzentration in %: 1 2 "Ih 8 { "ie "a2) Nes "128 256 512 '/o2 


— +++ +4++4+4+4 


0.5cem Kartoffelsaft (nicht gepuffert), 1 cem Benzidin, | cem Sublimat 
verschiedener Konzentration mit Wasserauffiillung. 





Sublimatkonzentration in © 9: 1 we 1/4 8 Le 32 lea 128 liose 


_ ae eS ae 


0,5 cem Kartoffelsaft (nicht gepuffert), 1 cem Benzidin, fallende Mengen 
Sublimat ('/,)°,) mit Wasserauffillung. 





Sublimatmenge ('/yo °')): 1 09 OF OF O06 O5 O04 03 02 Of 0 cem 


a ‘ 4. j++ 


/ 


6. Wirkung von Quecksilbercyanid und Quecksilberox ycyanid. 


1 ecm Kartoffelsaft, 1 eem Benzidin, 1 eem Quecksilberverbindung, Wasser- 





auffiillung. 
1 
In %Jo: | 1 Mo a "Vs Mig "39 ‘lea Nias ‘ase 
Queck silber- 
eyanid. . . ++4+4++4+4+4++4+44+4 444 +44 444444/4+44 
Quecksilber- 
oxycyanid . _ Bal oh) Bechet od hi El 


7. Wirkung von Nickelpulver (extrafein, reduziert). 


Zu 1 g Nickelpulver fiigt man 20 cem Kartoffelsaft, schiittelt das Gemisch 
} gz 
20 Minuten und zentrifugiert. Man erhalt eine klare Lésung. 





Konzentration des Kartoffelsaftes in "/9: 1 l/, 1/4 1s, Nig 
Mit Nickeleinwirkung . 7 a 4-4 $4. + } Spur 
Ohne Nickeleinwirkung . . . . . +44 oS ! 


Zu 1g Nickelpulver fiigt man 20 cem Kartoffelsaft (Phosphatpufferung. 
' po 7 m/3). Nach 10 Minuten wird zentrifugiert. 





Konzentration des Kartoffelsaftes in °',: 1 Io 4 8 Ving 


Mit Nickeleinwirkung . .... . + 4+ 4. + a Spur 
Ohne Nickeleinwirkung .... . + 4+ +++ { e 
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8. Ammonsulfat-Dauerpraparat. 


50 cem Kartoffelsaft werden mit 50 ccm gesattigter Ammonsulfatlésung auf 

Halbsattigung gebracht, der Niederschlag wird in 10 cem Wasser gelést 

und 2 Tage in Gegenwart von Chloroform dialysiert. Die erhaltene Lésung 

wird im Luftstrom getrocknet. Man erhalt etwa 0,15 g¢ Niederschlag, der 
in 56 cem Wasser gelést wird. Die Priifung ergibt: 





1 05 0,25 0,125 ecm 


pe +++ ao 


9. Aceton-Dauerprdparat . 


100 cem Kartoffelsaft werden mit 100 cem Aceton ausgefallt. Der erhaltene 
Niederschlag wird im Luftstrom getrocknet. Man erhalt 0,3182 g Pulver. 
0,1591 g Pulver wird in 10 cem Wasser suspendiert. Die Priifung ergibt: 





1 "/2 ar 1s Mig a9 eem 
Suspension . . at +++ to ++@ +8 _ 
Filtrat . ’ _ - — - 
Zusammenfassung. 


Das von J. Boas beschriebene Kartoffelferment, welches Benzidin 
rétet, ist sehr resistent gegen Reaktionsschwankungen, seine Thermo- 
labilitat. wurde gepriift: bei 50° bleibt es vollig wirksam, bei 60° wird 
es abgeschwacht, bei 70° ist es unwirksam. 

Das Ferment ist durch Halbsattigung mit Ammonsulfat und Ganz- 
sittigung mit Magnesiumsulfat aussalzbar, es wird unléslich durch 
Alkohol und Aceton. Bei Behandlung mit Kaolin erhalt man unlésliche 
vollwirksame Niederschlige. Aus Kaolin gelang bisher keine Elution, 
mit Aluminiumhydroxyd keine Adsorption. 

Cyankalium hemmt die Fermentwirkung, Quecksilberchlorid 
ebenfalls. Quecksilberoxycyanid hemmt, Nickelpulver ist ganz ohne 
Wirkung. 

Das Ferment neigt sehr zum Unléslichwerden. 
Mit Hilfe von Ammonsulfat kann man gut wirksame, stickstoff- 


arme Fermentpraparate herstellen, durch Acetonfallung vollwirksame 
und haltbare, aber unlésliche, Dauerpraparate. 
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VI. Mitteilung: 
Untersuchungen an der Rindermilz. 


Von 


G. Pfeiffer. 


(Aus dem Institut fiir Tierphysiologie der Landwirtschaftlichen Hochschule 
Bonn-Poppelsdortf. ) 


(Eingegangen am 5. Dezember 1930.) 


AuBer der Leber und den Nebennieren wird auch der Milz eine 
aktive Beteiligung am Cholesterinstoffwechsel beigelegt, sei es nun, 
daB man dem Organ die Fahigkeit der Cholesterinsynthese zuerkennt 
oder es mit einer Regulation des Cholesterinumsatzes in Beziehung 
bringt. 

Eine Reihe von Tierexperimenten ist auf Grund dieser Annahme 
schon gemacht worden: Bei Kaninchen haben Sotti und Torri (1) nach 
Herausnahme der Milz eine Vermehrung des Blutcholesterins und anderer 
nicht naher differenzierter Lipoide festgestellt. Ein weiteres Ansteigen 
des Cholesteringehaltes im Blute tritt bei entmilzten Tieren nach Unter- 
bindung des Choledochus ein. AuBerdem finden Verfasser an diesen Tieren 
die gleichen anatomischen Veranderungen (Arteriosklerose), wie sie auch 
die russischen Forscher Anitschkoff (2), Chalatow (3) u.a. bei normalen 
Tieren nach fortgesetzter Injektion oder Fiitterung gréBerer Cholesterin- 
dosen beobachtet haben. Im letzteren Falle zeigten sich ferner starke 
Cholesterinverfettungen, d. >». Anhaufungen von Cholesterinestern’ in der 
Milz, Leber und in dén Nebennieren. Nach Wacker und Hueck (4) wiederum 
treten obige Veranderungen nach reichlicher Cholesterinzufuhr bei Hunden 
und Katzen nicht auf, obwohl der Blutcholesterinspiegel bedeutend erhdht 
ist. Die Anhaufung von Cholesterin in den Geweben beruht nach Hweck (5) 
im wesentlichen auf einem Versagen der Regulierung zwischen zu- und 
abflieBender Cholesterinmenge, wozu eine Vermehrung im Blute nicht 
die notwendige Ursache zu sein braucht. Der arterielle Blutcholesterin- 
gehalt bei Hunden und Katzen verdoppelt sich nach Abelous und Soula (4) 
durch Einbringen von 0,5 °,iger Salzsaure ins Duodenum, jedoch soll die 
Erhéhung des Blutcholesterins bei Milzexstirpation ausbleiben. Wahrend 
Verfasser weiterhin bei Hunden nach fettreichen Mahlzeiten eine Chole 
sterinzunahme im Serum finden, stellen sie bei entmilzten Tieren daselbst 
eine Verminderung fest. War den Hunden jedoch ein Milzstumpf ein 
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geheilt oder erhielten sie Injektionen von Milzextrakt. so zeigten sie nach 
fettreichen Mahlzeiten eine Cholesterinzunahme wie die Normaltiere. 
Abelous und Soula halten damit die cholesterinigene Fahigkeit der Milz 
fiir erwiesen, und zwar erfolge sie durch ihre innersekretorische Funktion 
auf Kosten des Nahrungsfettes. Unter den gleichen Bedingungen hingegen 
finden Randles und Knudson (7) bei entmilzten Ratten im Cholesterin- 
gehalt von Blut und Organen keine ma®Bgebliche Veranderung gegeniiber 
der Norm. 

Die Versuchsresultate angefiihrter Experimente ergeben ein wenig 
einheitliches Bild, so daB man eine spezielle Eigenschaft der Milz fiir 
die Cholesterinneubildung nur mit groBen Zweifeln folgern kann. 
Als sicher ist jedoch anzunehmen, daB das Organ in einer regulierenden 
Beziehung zum Cholesterinumsatz steht. In diesem Sinne darf aber 
auch eine bestimmte Beziehung, die durch die physiologische Funktion 
der Milz bedingt wird, nicht unberiicksichtigt bleiben. 

In diesem Bericht werden deshalb die Untersuchungen tiber die 
natiirlich vorkommenden Cholesterinsubstanzen und deren Zusammen- 
setzung in der Milz jahriger Rinder mitgeteilt. Vielleicht ergeben sich 
auf dem Wege der vergleichenden Gegeniiberstellung verschiedener 
Organcholesterine (8) (9) (10) (11) (12) Anhaltspunkte fiir die Chole- 
sterinverschiebungen im Organismus. 


Experimenteller Teil. 


Je eine Rindermilz im Gewicht von 217 und 302 g wurden nach Ent- 
fernen des anhaftenden Fettes zusammen vermahlen. Die Mischung diente 
als Ausgangsmaterial. Die Methodik der Cholesterinisolierung war die 
gleiche, wie bereits friiher beschrieben. Die erste Verseifung des Materials 
erbrachte kein fettfreies Gesamtcholesterin, so daB eine zweite Verseifung 
folgen muBte. Die erhaltenen Cholesterinwerte sind in Tabelle I zusammen- 
gestellt. 

Tabelle I. 





. Ree Cholesterin 7 . 
Einwage Gesamt- Digitonin- + Oxy- Oxycholesterin Cholesterin- 
cholesterin cholesterin cholesterin ester 
£ 4 _ - & £ £ 
21,277 | 0,9914 0 0543 0,132 0.0013 0.0074 
28.548 | 0.0263 0.07.8 , 0,9172 0.9916 0.9091 
33,832 | 0,0314 | 0,0843 0,0205 0,0019 0,116 


Das Gesamtcholesterin ist ein stark aromatisches und angenehm 
riechendes Produkt von intensiv zitronengelber karbe. Sein Schmelzpunkt 
liegt bei 127,5°. Mit besonderer Auffalligkeit beobachtet man hier das 
baldige Verschwinden des anhaftenden Farbstoffs (Lipochrome) beim 
offenen Lagern des Gesamtcholesterins. Im mikroskopischen Bilde sind 
gegeniiber den friiher beschriebenen Organcholesterinen keine besonderen 
Kigentiimlichkeiten des Gesamtcholesterins zu erkennen. Seine Zerlegung 
in die Komponenten geschah in der iiblichen Weise, und es sind die Er- 
gebnisse aus Tabelle II ersichtlich. 
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Tabelle 11. 





In 100 g frischer Anteil am Gesamt- 


Material: Rindermilz Substanz Schmelzpunkt cholesterin 
0; 0 0 Cc 0 0 
Gesamtcholesterin . . .... 0,0946 127,5 _ 
Cholesterin + Oxycholesterin . 0,0608 143,1 64,35 
Oxycholesterin. . ...... 0,0057 6,00 
Cholesterinester ....... 0.0336 40—41 35,52 
Cholesterin-Olsaureester . . . 0,0071 41 7,51 
Oxycholesterin-Olsiureester . . 0,0265 37 28,01 


Bei der Trennung der Cholesterinester durch fraktionierte Kristalli- 
sation scheidet sich aus absolutem Alkohol ein reichlicher Niederschlag ab. 
LaBt man einige Tropfen der Mutterlauge samt Niederschlag auf einem 
Objekttriiger verdunsten, so sieht man mikroskopisch wihrend des Ver- 
dunstens im Innern des Lésungsmittels eine lebhafte Stré6mung kleinster 
gelber Oltrépfchen, wahrend sich an der Oberflache glinzend weiBe Kristall- 
nadelchen zu gr6éBeren Anhaéufungen zusammenlagern. Der kristallinische 
Anteil schmilzt bei 41° und wurde durch Verseifung mit alkoholischer 
Kalilauge als der Olséiureester des Cholesterins ermittelt. Der abgetrennte 
élige Ester war der Olsiureester des Oxycholesterins. 


SchluBfolgerungen. 

Der durchschnittliche Gehalt der Leber an Gesamtcholesterin 
wurde in einer friiheren Mitteilung (11) mit 0,2333 °,, in frischer Substanz 
angegeben. Der hier angefiihrte Wert fiir das Milzcholesterin mit 
0,0946 °°, tritt diesem gegeniiber scheinbar erheblich zuriick. Unter 
Beriicksichtigung des verschiedenen Trockensubstanzgehalts der Organe, 
der bei der Leber mit 30,45”, bei der Milz mit 20,73 °,, gefunden wurde, 
verschiebt sich jedoch der Cholesterinwert im trockenen Material 
sehr zugunsten der Milz. Auf Trockensubstanz berechnet, steht nunmehr 
einem Lebergehalt von 0,7662°, Gesamtcholesterin ein Wert von 
0,4563 °,, in der Milz gegenitiber, so daB ein so grober Unterschied 
nicht mehr vorhanden ist. Neben ihrer Beteiligung ber der Neubildung 
roter Blutkérperchen besorgt nun die Milz im Zusammenhang mit 
der Leber die Zerst6rung des Himoglobins. Es liegen in dieser Hinsicht 
somit ahnliche Verhaltnisse fiir den Cholesterinumlauf vor, wie sie 
bereits bei den Untersuchungsergebnissen der Leber besprochen wurden. 
Man kann demgemaB auch hier annehmen, daB mit dem stetigen Ein- 
schmelzen von Erythrocyten in der Milz sekundar ein erhebliches Frei- 
werden schwer eliminierbarer bzw. schwer oxydierbarer Substanzen 
verbunden ist. 

Auf verwandte Beziehungen im Cholesterinumlauf kénnen schon 
die Werte fiir die Gesamtcholesterine in Leber und Milz hindeuten. 
Auffalliger scheinen jedoch die Beziehungen zutage zu treten, wenn 
man die fallbaren Cholesterine der Trockensubstanzen mit 0,3350°,, 
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in der Leber denen der Milz mit 0,2933°",, gegentiberstellt. Da nun 
aber die Cholesterinverschiebungen in der Leber sehr kompliziert sind, 
kénnte man diese annahernde Ubereinstimmung im Cholesteringehalt 
der Organe aus verschiedenen Griinden auch fiir reine Zufalligkeit 
erklaren, obwohl sie zwar in physiologischer Beziehung auf gewisse 
Ahnlichkeiten im Cholesterinstoffwechsel hinweist. DaB aber eine 
Relation zwischen dem Cholesteringehalt der Organe und der Ein- 
schmelzung von Erythrocyten bestehen muB, darf mit ziemlicher 
Sicherheit einerseits aus den nahezu zusammenfallenden Oxychole- 
sterinwerten im Gesamtcholesterin mit 6,00°,, in der Milz und 6,60”, 
in den roten Blutkérperchen (10) gefolgert werden. Mit ebenso grober 
Wahrscheinlichkeit deuten andererseits die kaum differierenden Sch melz- 
punkte der fallbaren Cholesterine in der Milz mit 143,1°, in den Erythro- 
cyten mit 143,8° darauf hin. 

Wenn wir auch einen Teil der Cholesterinansammlungen in Leber 
und Milz alimentérem und intermediirem Ursprung anrechnen miissen, 
das zeigen beispielsweise die schwankenden Esterifizierungen und die 
eingangs erwaihnten Tierexperimente, so diirfen doch die angefiihrten 
Argumente fiir die teilweise Cholesterinherkunft in einzelnen Organen 
bei der Erforschung der endogenen Cholesterinsynthese nicht un- 
beriicksichtigt bleiben. Eine gréBere Cholesterinanhaufung in der Milz 
gegeniiber anderen Organen braucht mithin nicht als Beweis fiir eine 
endogen-synthetische Fahigkeit hingenommen, kann vielmehr mit 
gréBerer Wahrscheinlichkeit als Resultat seiner physiologischen Funktion 
betrachtet werden. Damit steht die Milz naturgemaB in einer bestimmten 
Beziehung zum Cholesterinumsatz, indem sie den Abtransport an- 
fallender Cholesterinsubstanzen reguliert und méglicherweise deren 
teilweise Wiederverwendung fir die Blutkérperchenneubildung heran- 
zieht. 

Zusammenfassung. 

1. Der Cholesteringehalt und die Cholesterinzusammensetzung in 
der Milz jahriger Rinder werden mitgeteilt. 

2. Auf die nicht allzu groBe Differenz im Gesamtcholesteringehalt, 
besonders in den fallbaren Cholesterinen der Trockensubstanzen von 
Leber und Milz wird hingewiesen. 

3. Zwischen dem Oxycholesteringehalt im Gesamtcholesterin der 
Milz und dem der roten Blutkérperchen besteht kaum ein Unterschied. 

4. Ebenfalls stimmen die Schmelzpunkte der fallbaren Chole- 
sterine in der Milz und in den Erythrocyten fast tiberein. 


5. Die erhéhte Cholesterinansammlung in der Milz gegeniiber 
anderen Organen wird zu einem Teil seiner physiologischen Funktion, 
in diesem Falle der Zerstérung von roten Blutkérperchen, zugeschrieben. 
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6. Mit der Einschmelzung von Erythrocyten in der Milz werden 
Cholesterine als schwer eliminierbare Substanzen abgelagert und bringen 
damit das Organ in eine bestimmte Beziehung zum Cholesterinumsatz. 
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Anmerkung zu der Mitteilung iiber 
.Die Zusatzverbrennung zur sauren Jodbestimmungsmethode 
in organischen Produkten*'. 


Von 
G. Pfeiffer. 


(Aus dem Institut fiir Tierphysiologie der Landwirtschaftlichen Hochschule 
Bonn-Poppelsdort. ) 


(Eingegangen am §. Dezember 1930.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Bei der sauren Verbrennung tierischer oder pflanzlicher Produkte 
zur Mikrojodbestimmung (1) (2) (3) entweichen mit den jodhaltigen 
Verbrennungsgasen unzerstérte organische Verbindungen. Zu deren 
gleichzeitigen Zerst6rung in einem Analysengang wurde kiirzlich die 
Zusatzverbrennung (4) beschrieben. Wir haben mit dieser Methode 
im Laufe dieses Jahres mehrere hundert Verbrennungen, hauptsachlich 
von tierischen und griinen pflanzlichen Substanzen, durchgefiihrt, 
ohne etwas besonders Auffalliges dabei zu beobachten. 


Neulich fiihrten wir nun Jodbestimmungen in Kartoffelflocken 
aus und bemerkten dabei zu Beginn der Verbrennung, d. h. wahrend 
des Vermischens der angefeuchteten Substanz mit konzentrierter 
Schwefelsiure, daB die ersten zum Zusatz6fchen abstreichenden Ver- 
brennungsgase sich vor demselben teilweise entziindeten. Die Ent- 
ziundung der Gase zeigte sich in der V/eise, daB ofters ein kleines Flamm- 
chen vom gliihenden Quarzrohr zum Austrittsstutzen des Aufschlub- 
gefiBes hin zuriickwanderte, allerdings auf dem Wege dahin immer 
wieder erlosch. Die Verbrennung wurde nach Zugabe von Perhydrol, 
von diesem Moment ab traten keine brennbaren Gase mehr auf, zu Ende 
gefiihrt. Als die Verbrennung mit gréBeren Substanzmengen, mit 


' Diese Zeitschr. 228. 146, 1930. 
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25g Kartoffelflocken im 1!.-LitergefaB, vorgenommen wurde, traten 
die geschilderten Erscheinungen in verstarktem Mabe auf, und das 
zurickwandernde Flimmchen erreichte fast den Kolbenhals. Eine 
Perhydrolzugabe hatte noch nicht stattgefunden. Da mir eine Ent- 
zundung der Gase im AufschluBgefaB immerhin méglich schien, wurde 
die Verbrennung abgebrochen. 


Diese bis jetzt unbeobachtete Erscheinung wurde naher verfolgt 
und zu diesem Zwecke die verschiedensten organischen Materialien in 
frischem bzw. angefeuchtetem Zustande in Porzellanschalchen mit 
konzentrierter Schwefelséure vermischt. Wahrend der Vermischung 
wurde die Fliissigkeit oberflachlich mit einer Sparflamme abgetastet. 
Bei tierischen und griinen pflanzlichen Produkten waren bei dieser 
Uberpriifung keine Entziindungserscheinungen an den entweichenden 
Gasen wahrzunehmen. Wurden nun reine Kohlenhydrate, wie Kartoffel- 
flocken, Starke oder Zucker in gleicher Weise geprift, so zeigten sich 
kleine Entjlammungen an der Oberflaiche, die je nach der verwandten 
Substanzmenge mehr oder minder stark auftraten. Warum die direkte 
oder indirekte Bildung von Kohlenwasserstoffverbindungen, um solche 
kann es sich nur handeln, bei tierischen und griinen pflanzlichen Sub- 
stanzen nicht vor sich geht, wird mit ihrer elementaren Zusammen- 
setzung und dem weniger intensiven Angreifen der Schwefelsaure beim 
Vermischen zusammenhangen. 

Auf Grund dieser Feststellungen méchte ich eine Sicherheits- 
mapnahme beim sauren AufschluB mit Zusatzverbrennung einschalten 
und gleichzeitig vorschlagen, diese MaBnahme nicht nur fiir die be- 
sonderen Fille der Kohlenhydratverbrennungen, sondern allgemein fiir 
alle Substanzen anzuwenden, da dieselbe an sich und im Prinzip ein- 
fach ist. 





Die Sicherheitsanordnung besteht in dem Einschieben eines 2 cm 


langen Glasréhrchens in die Schlauchverbindung zwischen Aufschlub- 
gefaB und Quarzrohr. In das Glasréhrchen von 6 bis 7 mm lichter 
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Weite ist ferner in der Mitte, senkrecht zur StrOmungsrichtung der 
Gase (Abb. 1), ein Platindrahtnetz mit etwa 200 Maschen pro Quadrat- 
zentimeter eingeschmolzen. Diese Zwischenschaltung hemmt den 


Abzug der Verbrennungsgase aus dem Aufschlubgefab keineswegs, 
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so daB sogar an Stelle von nur einem Netzgewebe, zwei im Ab- 
stand von 1 cm _ hintereinanderliegende Netze (Abb. 2) eingebaut 
werden kénnen. 

Mit der Zwischenschaltung des beschriebenen Sicherheitsréhrchens 
wird fiir alle Falle einer Entziindungsméglichkeit etwa auftretender 
Kohlenwasserstoffe erfolgreich begegnet und damit jedes Gefahren- 
moment ausgeschlossen. 


Literatur. 
1) G. Pfeiffer, diese Zeitschr. 195, 128, 1928. 2) Derselbe, eben- 
daselbst 201, 298, 1928. 3) Derselbe, ebendaselbst 215, 126, 1929. 


4) Derselbe, ebendaselbst 228, 146, 1930. 




















Zur Methodik der Stoffwechseluntersuchungen an 
Gewebekulturen. 


I. Mitteilung: 


Atmungsmessung an Gewebekulturen, 


Vorlautige Mitteilung. 


Von 
Rolf Meier. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut tiir Biologie, Berlin-Dahlem, Abteilung 
Dr. A. Fischer.) 


(Die Arbeit wurde ausgetiihit mit Untersttitzung der Notgemeinschatt det 
Deutschen Wissenschatt, der autrichtiger Dank gesagt wird.) 


(Eingegangen am 4. November 1930.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


In einer fritheren Arbeit wurden von Demuth und mir (1) Befunde 
iiber die Milchséurebildung bei Gewebekulturen und die Beziehung der 
Milchsdéurebildung zur Kulturart und zum Wachstum mitgeteilt. Zur 
Erweiterung der Charakterisierung von Gewebekulturen erschien es 
erwiinscht, den Sauerstoffverbrauch einzelner Kulturen wahrend der 
Wachstumsperiode zu bestimmen. Atmungsmessungen an Gewebe- 
kulturen wurden bisher von Silberstein (2) ausgefiihrt. Er benutzte dazu 
eine Methode, bei der der Sauerstoffverbrauch aus der Reduktion 
einer bestimmten zugegebenen Oxybamoglobinmenge ermittelt wurde. 
Es schien mir zweckmaBiger, den Versuch zu machen; eine Methode 
auszuarbeiten, die ohne Anderung der iiblichen Ziichtungsbedingungen 
den Sauerstoffverbrauch gasometrisch zu messen gestattet. Der ein- 
fachste Weg hierzu schien so gegeben zu sein, die Methode von Warburg (3) 
in eine fiir diese Zwecke brauchbare Form umzugestalten. Die ver- 
besserte Methode von Warburg, die den Sauerstoffverbrauch aus der 
Bestimmung des respiratorischen Quotienten bei den verschiedenen 
Fliissigkeitsvolumen bestimmt, war nicht geeignet, da bei ihr die 
Voraussetzung gemacht werden mu, daB der Sauerstoffverbrauch 
fiir gleiche Gewichtsmengengewebe gleich ist. Ich bestimmte deshalb 
den Sauerstoffverbrauch durch Absorption der Kohlensiure mit Kali- 
lauge. Die Verwendung cer verbesserten Methode wird noch bearbeitet 
werden. 
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Von vornherein ergab sich die Unméglichkeit, Gewebe bei dauernder 
Absorption der Kohlenséiure zu ziichten, Ohne Abanderung der 
Ziichtungsbedingungen muBte also die Form des ZichtungsgefaiBes 
so gewahlt werden, daB die Kohlenséure nur am Ende des Versuchs 
absorbiert wird. Man bekommt dadurch allerdings nur einen Endwert 
und nicht den Verlauf der Sauerstoffaufnahme. 


Methode. 


1. AtmungsgefaB. Die Form des Atmungsgefabes und seine Mabe 
ergeben sich aus der Skizze Abb. 1. 

2. Ausfiihrung des Versuchs. Die Kultur wird in den Hauptraum 

des GefaiBes in der Art einer Carrelschen Flaschenkultur angesetzt. Um 

groBere Ausschlige zu bekommen, wurden meistens 

Kapilare zum zwei gleichartige Kulturen benutzt. Die Plasma- 
i Manomerer ; 4 : 

menge und die Menge Embryonalextrakt, die das feste 

Gerinnse] bilden, sind so gewahlt, daB die den Boden 

| Stopper in der GefiBmitte bedeckende Schicht nicht dicker 

als 0,2 mm ist. Wahrscheinlich ist sie noch diinner, 

Z da ein betrachtlicher Teil der Fliissigkeit sich in dem 

Ofrungzum Rand des Bodens ansammelt. Bei einem Bodendurch- 

Mapgfas Wesser von etwa 2cem bilden 0,2cem Plasma und 

"ar KON 0.4 com Embryonalextrakt das Gerinnsel. Dazu 

kommt als fliissige Phase 0,4 bis 0,6 cem Embryonal- 

“Hauptgefah extrakt. Das Gesamtvolumen der GefaiBe betragt 











Abb. 1. 3 bis 5cem. Nach Ansetzen der Kultur und Fest- 
werden des Gerinnsels wird das GefaB an dem Mano- 
meterstopfen angebracht. Der Hohlraum des GefaBstopfens ist 


vorher mit 0,.3cem 2n KOH _  beschickt. Diese wird mit einer 
ausgezogenen Pipette, ohne da’ Schliff und Rand beriihrt werden, 
eingefiillt. Sofort nach Ansetzen des Gefaibes wird der Schliff so 
gedreht, daB die Kommunikation mit dem Stopfenhohlraum  ge- 
schlossen ist. In diesem Zustande wird das Manometer am Thermo- 
staten angebracht und etwa 20 Minuten geschiittelt. Dann wird 
der Schliff zur Herstellung der Kommunikation des Gefaibes mit 
dem Manometer fiir Gas und Temperaturaustausch gedffnet, ohne 
das GefiB aus dem Thermostaten herauszunehmen, und bei offener 
Kommunikation nochmals 5 bis 10 Minuten geschiittelt. Nach voll- 
kommenem Ausgleich wird der Manometerhahn nach vorheriger Ein- 
stellung der Manometerfliissigkeit auf einen willkiirlichen Nullpunkt 
geschlossen, einige Zeit geschiittelt, um festzustellen, ob Druck- 
ainderungen eintreten und, sobald dieses nicht der Fall ist, das GefaB 
unter der Wasseroberfliche des Thermostaten so gedreht, dab die 
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Kommunikation des GefaBes mit dem Stopfenhohlraum wieder ab- 
geschlossen ist. Nach etwa 15 Minuten langem Schiitteln wird bei 
geschlossenem Manometerhahn nochmals geéffnet. Wenn dabei keine 
Anderung in der Nullstellung des Manometers erfolgt, wird jetzt die 
Kommunikation endgiiltig abgeschlossen und das GefiB in seiner 
Lage mit Gummiziigen oder Drahtspiralen befestigt. Von Anfang 
an wird das GefiB so festgedreht, daB eine Umdrehung des Schliffes 
kaum méglich ist. Es wird nur so wenig Fett fiir den Schliff genommen, 
daB aus dem unteren Schliffteil kein Fett in das Gefab eingepreBt wird. 
Von jetzt an wird das GefaB mit einer Schiittelgeschwindigkeit von 
etwa 40 bis 60 Bewegungen in der Minute bewegt. Die Schiittelung 
bleibt ber die gréBte Zeit des Versuchs mit Ausnahme einiger Nacht- 
stunden in Bewegung. Alle Manipulationen werden unter strengster 
Asepsis durchgefiihrt. GefaiBe, Manometer, Fett usw. werden vor 
jedem Versuch trocken sterilisiert, so daB jedesmal eine neue Mon- 
tierung der Manometer notwendig ist. 

Unter diesen Ziichtungsbedingungen bleiben die Kulturen 3 Tage. 
In kurzer Zeit sind die Ausschlige des Sauerstoffverbrauchs zu klein, 
um verwertet werden zu kénnen. Soll der Versuch beendet werden, 
so erfolgt jetzt die Messung des Sauerstoffverbraughs. Das Haupt- 
gefaiB wird wieder so gedreht, daB die Kommunikation mit dem Stopfen- 
hohlraum geéffnet ist. Die Schiittelgeschwindigkeit wird auf 90 bis 100 
in der Minute erhodht. Die Absorption der Kohlensaure erfolgt ziemlich 
rasch und ist meist nach 30, spatestens nach 45 Minuten beendet. 
In jedem Versuch werden geniigend Kontrollen ohne Kulturen in 
gleicher Weise behandelt. Die Ausschlige der Kontrollen miissen 
iibereinstimmen und sollen méglichst von dem Anfangsdruck nicht 
erheblich abweichen. Falls durch starkere Barometerainderungen 
groBe Abweichungen in den Kontrollen vorliegen, miissen diese Versuche 
verworfen werden. Nach Beendigung der Messung werden die Gefibe 
nach Abreiben der AuBenfliche mit Alkohol vom Manometer getrennt 
und der Inhalt auf Bakterienfreiheit durch Abimpfen gepriift. Infektion 
mit Bakterien gibt sich stets schon wihrend der Messung des Sauerstoff- 
verbrauchs durch die GréBe des Manometerausschlags kund. — Infek- 
tionen kommen bei Einhaltung aller VorsichtsmaBregeln auBerst selten 
vor. Nach Beendigung des Versuchs werden die Kulturen im Pro- 
jektionsapparat nach Edinger gemessen und ihre Grobe planimetrisch 
bestimmt. Dabei wird nochmals auf Verunreinigungen mit Bakterien 
geachtet. 

Die Kulturen wachsen unter diesen Versuchsbedingungen mit 
etwa der gleichen Geschwindigkeit wie in den Carrel-Flaschen und sind 
nach dreitagigem Aufenthalt im Schittelapparat in gutem Zustande 
Die Abb. 2 ist die mikroskopische Aufnahme eines Kulturschnittes. 


17* 
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Die Kultur wurde nach einem dreitigigen Versuch in dem GefaB 
fixiert, herausgelést und geschnitten. 





Abb. 2. 


3. Priifung der Methode mit Hefesuspension. Zur Ermittlung der 
methodischen Exaktheit wurden Atmungsmessungen an Hefesuspen- 
sionen ausgefiihrt, deren Atmung gleichzeitig in den iiblichen GefaBen 
mit gréBerem Volumen bestimmt wurde. Die nebenstehende Tabelle 
gibt das Resultat solcher Versuche. 


Tabelle I. 


Kontrollversuche der Atmungsmessung mit Hefesuspension. 
Kubikmillimeter O, in GefaB Nr. 





Zeit ; : ‘ 
in Minuten 3 4 5 t - 


0—75 16.4 16.0 15,7 15,5 15,5 
15—39 16.0 16.2 15.9 152 16.0 
eth 4 ane eee. 15.5 15,7 164 

‘ 2 
4560 | 21,7 324 | 16.0 15.6 16.3 
60—75 16,0 16.2 By a, Res 
1 \ 31 32.0 32.4 


AbsorptionsgefaB mit KOH gedffnet. In 3 und 4 AbsorptionsgefaB 20 Minuten 

geschlossen, 10 Minuten am Ende geiffnet. In 5,6 und 7 Absorptionsgefab 

20 Minuten geschlossen, 10 Minuten am Ende der halben Stunde zur Absorption 
geoffnet. 
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Die Werte fiir die Atmung stimmen in den verschiedenen Gefaben 
und in verschiedenen Zeiten iiberein. Weiterhin wurde in diesen Ver- 
suchen ermittelt, wie sich aus der Tabelle ergibt, ob das AbschlieBen 
der Kommunikationséffnung des Stopfenhohlraums die Messung 
beeinfluBt. In ParallelgefaBen wird die Atmung ohne VerschluB unter 
dauernder Absorption bestimmt, bei anderen wird in einer Periode von 
30 Minuten der Hauptraum 20 Minuten abgeschlossen gehalten und 
nur die letzten 10 Minuten zur Absorption geéffnet. Die in’ beiden 
Fallen erhaltenen Atmungswerte stimmen iiberein. 


Ergebnis der Atmungsmessung an Gewebekulturen, 

Fiir die Atmungsmessung an Gewebekulturen wurden Gewebe 
mit ausreichender Wachstumsgeschwindigkeit gewahlt. Es wurde 
mit Fibroblasten aus Herz und Knochen gearbeitet. Beide Stamme 
befanden sich etwa in der 50. Deckglaspassage. Einige der erhaltenen 


Ergebnisse sind in der Tabelle Il zusammengefabt. 


Tahe lle FY. 


Atmungsme: sung an Fibroblastenkulturen. 








Nr. Datum Kulturart _— Gefih Va Vp : ¢ 

nae =(" 
1 | ae 2 361 4 536 13 64 245 0,68 
2 18 16. 1, Knorpelfibro-) 2 4055 B94 1,8 111 25,9 0,64 
3 2 46.7 6 842 13 120 22,7 0485 
4 | am | 2 292 4 5.36 14 54 19,1 0.655 
5 ie a | 2 222 5 3894 14 81 17.5 0,79 
5 2 222 6 3842 14 121 21.8 0,98 
7) 30. IV. Knorpelfibro- | 7 21.0 4 5,36 13° 49 188 0,89 
sj -& VY. blasten | 2 235 7 29 O8 112 20.8 0,885 
9 \ IMibroe{ 2 3388 4 536 13 75 28,7 0,85 
10 hea oaueie —y ! 2 36,0 8 286 O08 104 18,9 0,525 


Da die Versuchsdauer in allen Fajlen gleich ist, wurde ohne Beriick- 
sichtigung der Zeit der Atmungswert auf die FlachengréBe der Kultut 
bezogen, um einen Vergleichswert zu bekommen. Dieser Wert be- 
deutet also den Sauerstoffverbrauch im Verhaltnis zur Flachengrébe 
des gewachsenen Gewebes. Damit wird allerdings noch kein Wert 
erhalten, der mit anderen Bestimmungen fiir den Sauerstoffverbrauch 
an Geweben oder Organen verglichen werden kann. Hierzu ist die 
Kenntnis des Gewebegewichtes notwendig. Da vorliufig das Gewicht 
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von einzelnen Kulturen nicht bestimmt werden kann, soll davon Ab- 
stand genommen werden, den Versuch zu machen, auch nur in erster 
Annaiherung die GréBenordnung der Atmung aus den vorliegenden 
Daten zu schatzen. Dies kann spaterhin nach den in der folgenden 
Arbeit mitgeteilten Gesichtspunkten mdglich werden. 


Zusammenfassung. 


Es wird eine Methode zur Atmungsmessung an einzelnen Gewebe- 


kulturen mitgeteilt. 


Literatur. 
1) Demuth u. Meier, diese Zeitschr. 212, 399, 1929. 2) Silberstein 
u. Rappaport, ebendaselbst 204, 439, 1929. 3) Warburg, Stotfwechsel 


der Tumoren. 














Zur Methodik der Stoffwechseluntersuchungen 
an Gewebekulturen. 


Il. Mitteilung: 
Gewichtsbestimmung an einzelnen Gewebekulturen. Gewichtszunahme und 
Flichenzunahme. 


Vorliufige Mitteilung. 


Vi ym 
Rolf Meier. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Berlin-Dahlem, Abteilung 
Dr. A. Fischer.) 
(Die Arbeit wurde ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Notgemeinschatt 
der Deutschen Wissenschaft, der aufrichtiger Dank gesagt wird.) 


(Eingegangen am 4. November 1930.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


In allen bisherigen Untersuchungen wurde die GréBenzunahme 
wachsender Gewebekulturen durch planimetrische Bestimmung des 
Areals ermittelt. Es ist bereits von verschiedenen Seiten darauf hin- 
gewiesen worden, da dieser Methode manche Fehler innewolhnen. 
Gelegentlich anderer Versuche fiel es auf, daB unter gewissen Be- 
dingungen Kulturen aus dem Plasmagerinnsel ausgelést werden kénnen, 
ohne daB die Kultur in ihrem Zusammenhang zerstért ist. Versetzt 
man das fliissige Kulturmedium einer Carrel-Flasche mit soviel 98 °,igem 
Alkohol, daB die Alkoholkonzentration im gesamten Kulturmedium 
10°, betragt, so lést sich in den meisten Fallen bei Flaschen mit ge- 
wohnlichen Versuchsbedingungen nach ein- bis zweitagigem Aufenthalt 
im Brutschrank das Plasmagerinnsel zu einer grob dispersen Lésung 
auf. Die Kultur schwimmt als Ganzes in dieser Lésung. 


Die beigefiigten Photographien verdeutlichen diesen Vorgang. 
In der ersten sieht man, wie im Plasmagerinnsel zwischen dem auBeren 
Kulturrand und dem Hauptteil der Kultur eine Trennung auftritt. 
Beim weiteren Fortschritt der Auflésung des Plasmagerinnsels wird 








254 R. Meier: 




















Stoffwechseluntersuchungen an Gewebekulturen. I]. 255 


diese Trennung immer starker, so daB am Ende nach vollstandiger 
Auflésung des Gerinnsels die Kultur im ganzen am Boden haftet oder 
frei in der Lésung herumschwimmt. Die Randzellen bleiben in diinner 
Zone am Boden der Carrel-Flasche haften, wie es auf der zweiten 
Photographie zu sehen ist. Die Kultur liegt hier vollkommen losgelést 
uber der Stelle, an welcher sie friiher fixiert war. Man sieht, dab die 
Form der losgelésten Kultur der Form der Offnung entspricht und die 
friihere Lage durch eine geringe Randzone von Zellen angedeutet wird. 

Zur Bestimmung des Kulturgewichtes wird der gesamte Inhalt 
der Flasche in eine Glasschale, die auf schwarzer Unterlage steht, 
geschiittet. Die Kultur wird mit einem feinen Spatel herausgefischt, 
vorsichtig in destilliertem Wasser abgespiilt und auf ein vorher ge- 
wogenes diinnes Deckglischen von 3 bis 4mm Seitenlinge gebracht. 
Nach Trocknung bei 100° bis zur Gewichtskonstanz werden die Kulturen 
auf der Mikrowaage gewogen. Im folgenden gebe ich als Beispiel einen 
durchgefiihrten Versuch. 

In je zwei Carrel-Flaschen werden die Halften von vier Fibro- 


blastenkulturen angesetzt. Es werden vier Flaschenpaare fiir den 
Versuch fertiggestellt. Zwei Paare bekommen als Nahrmaterial 15°, 
Embryonalextrakt, zwei Flaschen 2.5°, Embryonalextrakt. Das 


Plasmagerinnsel wird in der tiblichen Weise hergestellt. Von je einem 
Flaschenpaar dient eine Flasche, die die eine Halfte der Kulturen 
enthalt, zur Ermittlung des Anfangsgewichtes. Die anderen werden 
zum Wachstum in den Thermostaten gesetzt. Zur Bestimmung des 
Anfangsgewichtes werden die Kulturen in der beschriebenen Weise 
ausgelést, getrocknet und gewogen. Das Trockengewicht dieser 
Stiickchen konnte mit der zur Verfiigung stehenden Mikrowaage nicht 
genau ermittelt werden, so daB vorliufig nur die GréBenordnung und 
die obere Grenze des Gewichtes angegeben werden kann. Das Gewicht 
fiir vier solche Kulturen liegt wahrscheinlich um 0,015 mg. Die iibrigen 
Flaschen werden 6 Tage lang im Brutschrank aufbewahrt, die Flachen- 
gréBe wird durch Abzeichnen im Projektionsapparat bestimmt. Nach 
dieser Zeit werden die Kulturen in gleicher Weise ausgelést, getrocknet 
und gewogen. In dem Kulturmedium wird die Milchsiure bestimmt, 
um damit gleich in Erganzung unserer friiheren Mitteilung die Brauch- 
barkeit fiir die Ermittlung von Stoffwechseluntersuchungen zu zeigen. 
Fiir die Milchsaurebestimmung wird der Alkohol durch Eindampfen 
des enteiweiBten Filtrats bei schwach alkalischer Reaktion entfernt. 

In Tabelle I sind die an diesen Kulturen erhaltenen Werte: Gewicht, 
Wachstumsgr6Be und Milchsaurebildung zusammengestellt. Weiterhin 
findet sich in dieser Tabelle das Verhaltnis der Milchsiuremenge zur 
FlachengréBe und zum Endgewicht. Diese Werte betreffen natur- 
gemaB alle die Gesamtzeit der Wachstumsperiode. Fiir den Vergleich 
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Tabelle I. 


Arealzunahme, Gewichtszunahme und Milchsaéurebildung bei Hiihner- 
fibroblastenkulturen. 








2 ge) & 
Ne, || Kultar os £2 83/32 ~~ | mig 
etwa ” 
%, gmm gqmm gqmm meg mg mg mg 
776061 2.5 31 51 42.9 0,015 011 0,095 1.28 2.5 116 
2 776263 25 B81 52,6 49,5 0,015! 012 0,105 128 241. 11.4 
3 776465 15 32 97,2 94.0 0,015 0,16 0,145 1,31 1,36 82 
4 776667 15 31 84.4 81,3 0,015/ 0.14 0,125 1,37 1,55) 96 


der erhaltenen Milchséurewerte im Verhaltnis zum Kulturgewicht 
mubB die Beziehung der Milchsiuremenge pro Milligramm Gewicht 
und Zeiteinheit durchgefiihrt werden. Diese ergibt sich noch nicht 
aus diesen Daten, da hierfiir die Ermittlung der Tagesgewichtssumme 
notwendig ist, weil im Laufe der Wachstumsperiode nicht immer das 
gesamte am Ende bestimmte Kulturgewicht fiir die produzierte Milch- 
siuremenge verantwortlich ist. 

Die in diesem Versuch verwandten Kulturen wurden 6 Tage lang 
beobachtet. Die Flachenzunahme war wahrend 5 Tagen eine geradlinige 
VergréBerung, waihrend die Flaiche vom fiinften zum sechsten Tage 
gleich groB blieb. Wiirden wir fiir die Gewichtszunahme in den 6 Tagen 
eine geradlinige Zunahme annehmen, so wiirde sich die Tagesgewichts- 
summe nach folgender Forme] errechnen: 


l T—1 
Scewient — Anfangsgew. . 7’ + (Endgew. — Anfangsgew.) (= . - ): (1) 


Oder wenn wir fiir 5 Tage gleichformige Wachstumszunahme annehmen, 
fiir den letzten Tag Gewichtskonstanz nach folgender Formel ergeben: 
l T—2 

Sg—Ag.T +(Eg—Ag)(,+ 5 }+ Eg — Ag. 2) 

Die Formel fiir die Flachenzunahme wiirde der letzteren entsprechen. 

Der erhaltene Wert stimmt etwa mit dem tiberein, der sich aus den 
gemessenen TagesgréBen ergibt. 

Die so erhaltenen Werte sind in Tabelie IT zusammengestellt und 

mit der Milchsdéurebildung wahrend der Versuchspericde in Beziehung 


gebracht. 

Es ergibt sich, daB bei Verwendung der verschiedenen Formeln 
zur Errechnung der Gewichtssumme nur geringe Differenzen bestehen. 
Die Gewichtszunahme betrigt bei vier angesetzten Kulturen 0,1 mg 
Trockengewicht bei den langsam wachsenden, 0,13 mg bei den schnell 
wachsenden. Unter den einleitend gemachten Voraussetzungen be- 
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Tabelle Il. 


Milchsiuremenge im Verhialtnis zur Tagesgewichtssumme und Tages- 
flichensumme. 








J +o a ~ 
at SE os =< , ie » 42) m AD) m 
Nr a5 pane ie S 4 Ln a S, ; S Ss; s 
qmim gmm me ‘< 
1 31 51,0 47,9 186.5 1,28 0,675 0,015 O11 0,095 0,422 38,02 0,385 3.33 
2 31 526 495 193 1,28 0,655 0.015 0.12 0,105 0,458 2.9 0.405 3.16 
3 32 97,2 94,0 348.2 1,31 0,876 0,015 016 0,145 0,598 2,2) 0,525 2,44 
4 31 844 81,3 303.9 1,37 0,45 0,015 0,14 0,125 0,527 2.6 0,465 2.95 


rechnet sich die Milchséurebildung pro Milligramm Trockengewicht 
und Tag bei den langsam wachsenden zu 3,0 (bzw. 3,25) mg, bei den 
schnell wachsenden zu 2,4 (bzw. 2,75) mg. Es ist also auch bei der 
Verwendung des Gewichtes als BezugsgréBe ein Unterschied in der 
Milchsaéurebildung langsam und schnell wachsender Kulturen vor- 
handen, doch ist er nicht so groB wie bei Bezug auf die Flachenzunahme. 
Auf diese Méglichkeit haben Demuth und ich bereits friiher hingewiesen, 
daB die verschiedene Milchséurebildung bei Kulturen mit verschiedener 
Wachstumsgeschwindigkeit auf ungleichartige Massenzunahme im 
Verhaltnis zur Flachenzunahme beruht. Dieses diirfte hier bestatigt 
sein. Die GréBe der Milchsdurebildung betragt also pro Tag bei schnell 
wachsenden Kulturen das 2'.fache, bei langsam wachsenden Kulturen 
etwa das 3!,fache des Trockengewichtes. Dieser Wert entspricht 
der Milchséurebildung, wie sie an Gewebsschnitten fiir Tumoren ge- 
funden ist. Ich méchte vermeiden, diese Befunde miteinander zu 
vergleichen, da die Bedingungen der Carrel-Flaschenkultur in betreff 
Sauerstoffversorgung, Diffusionsverhiltnisse usw. zu wenig bekannt 
sind, um Voraussetzungen iiber die Gleichartigkeit. oder Ungleich- 
artigkeit des Milieus zu machen. 

Der vorhin erwahnte Unterschied in der Milchsaéurebildung bei 
verschieden schnell wachsenden Fibroblasten, wenn die Endflache als 
Bezugsgr6Be genommen wird, ist auch in diesem Versuch wieder deutlich, 
besonders, wo hier die in jeder Flasche vorhandene Zahl von Kulturen 
individuelle Unterschiede bis zu einem gewissen Grade ausschaltet. 
Die Differenz im Milchsiurequotienten ist bei Bezug auf die Flachen- 
summe in gleicher Weise vorhanden. 


Bei Betrachtung dieser Daten ist es auffallend, daB die GroBen- 
zunahme der Flaiche im Verhaltnis zu derjenigen des Gewichts eine 
verschiedene ist. Bei der Flachenmessung finden wir eine Zunahme 
um das 15- bis 17fache bei den langsam wachsenden, um das 30fache 
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bei den schnell wachsenden Kulturen. Die Gewichtszunahme betragt 
bei langsam wachsenden Kulturen etwa das 6- bis 7fache, bei schnell 
wachsenden das 8- bis l0fache, wobei allerdings die gewisse Unsicherheit 
der Bestimmung des Anfangsgewichtes zu beriicksichtigen ist. Doch 
kann man wohl das Anfangsgewicht auch auf Grund von Gewichts- 
bestimmungen an einer groBen Zahl von Kulturen als einigermaBen 
richtig ansehen. Es scheint weiterhin, daB eine groBe Zahl von Beob- 
achtungen aus der gewebeziichterischen Technik dafiir spricht, dab 
der letztere Befund der Massenzunahme ein Bild der tatsachlichen 
VergréBerung der Kultur ergibt. Daraus wiirde folgen, daB in Uber- 
einstimmung mit verschiedenen Kritiken der Bestimmung der Flachen- 
zunahme die Vergr6Berung der Flache zum Teil nicht auf echter Massen- 
zunahme, sondern auf Bewegungserscheinungen der Zellen beruht. 

Eine mégliche Fehlerquelle der Gewichtsbestimmungen an Kulturen 
bedarf noch der Erwaihnung. Es ist daran zu denken, daB bei ver- 
schiedener GréBe der Kultur ungleiche Mengen des Fibringerinnsels an 
der Kultur anhaften und mit gewogen werden. Dieser Fehler kann 
wahrscheinlich nicht groB sein, da ich in diesen Versuchen immer in 
der von Fischer und Parker angegebenen Weise die Kulturen mit einem 
kleinen Tropfen Plasma am Boden der Flasche befestigt habe und sich 
so die Ablésung und Auflésung des iibergeschichteten Plasmagerinnsels 
beobachten ]4Bt, bevor die Kultur selbst aus ihrem Zusammenhang 
des an den Boden ausgebreiteten Tropfens gelést wird. Dab jedenfalls 
grobe Fibringerinnse] nicht im Zusammenhang mit der Kultur ausgelést 
werden, geht auch daraus hervor, daB nach der Auslésung sogar die 
Schichten der Kultur voneinander getrennt beweglich sind, wie es auf 
der Photographie 2 sichtbar ist. Bei der mikroskopischen Betrachtung 
der ausgelésten Kultur sind nur in lockerem, briichigem Verband 
befindliche Zellen, aber keine Fibringerinnse] sichtbar. Auch die Tat- 
sache, daB sich unter dieser Behandlung das Fibringerinnse] in eine 
grob disperse Lésung verwandelt, spricht dagegen, da Fibrin in 
gréBeren Mengen an der Kultur hangen bleibt. Alle Eiweibfallungs- 
mittel, die zur Fixierung angewandt werden, fixieren die Kultur inner- 
halb des gefallten Fibrins und Eiweibes, so daB eben eine Auslésung 
nur dann stattfinden kanh, wenn eine Auflésung ohne Zerstérung der 
Kultur erfolgt. Immerhin kann der strikte Beweis fiir eine geringe 
Mitfallung von Fibrin noch nicht gefiihrt werden, doch gelten diese 
Cherlegungen, daB Fibrin mitgewogen wird, in héherem MaBe fiir 
aus dem Plasmagerinnsel ausgeschnittene Kulturen, so dab Ge- 
wichtsbestimmungen an diesen médglicherweise mit Fehlern  be- 
haftet sind. 

Der in der angegebenen Methode eingeschlagene Weg scheint mir 
auf alle Falle eine Méglichkeit zu geben, eine exakte Gew ichtsbestimmung 
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an Gewebekulturen auszubauen und eine Grundlage fiir Stoffwechsel- 
untersuchungen an der wachsenden Zelle liefern zu kénnen, 


Zusammenfassung. 

Es wird eine Methode beschrieben, die es erméglicht, Gewichts- 
bestimmungen an Gewebekulturen nach Auslésung aus dem Plasma- 
gerinnsel auszufiihren. 

An Hand eines Beispiels wird gezeigt, dab die Bestimmung des 
Kulturgewichts dafiir spricht, daB die Flachenzunahme zum Teil durch 
Bewegungsphainomene der Zellen bedingt sein mub. 

An Fibroblastenkulturen wird gefunden, daB die Milchsaurebildung 
in der Flaschenkultur nach Carrel pro Milligramm Trockengewicht 
und Tag bei langsam wachsenden Kulturen etwa das Dreifache, bei 


schnell wachsenden das 2'.fache des Trockengewichts betragt. 








Uber den Einflu6 yon einigen Fett- und Olarten, von Fleisch 
und Brot auf die wachsende Ratte. 


Von 
W. A. Leibowitseh-Liwschina. 


(Aus dem Laboratorium fiir Biologische Chemie des Omsker Medizinischen 
Instituts. ) 


(Eingegangen am 18. November 1930.) 
Mit 11 Abbildungen im Text. 


Die Versuche von Friedberger und Seidenberg! haben mitgeteilt, daB 
bei Zufiigen von Olivenél und Lebertran zur gew6hnlichen Nahrung 
aus Brot und Gerste wachsende Versuchsratten keine Gewichtszunahme 
aufwiesen, sondern im Gegensatz zu den Kontrolltieren, denen Gerste 
und Brot ohne Ole verabreicht wurden, im Wachstum merklich zuriick- 
blieben. Dabei verloren die Tiere desto mehr an Gewicht, je mehr Ol 
der Gerste beigefiigt wurde. Grobe Mengen Lebertran riefen bei den 
Ratten trophische Stérungen hervor, und die Tiere gingen ein. 

Diese Tatsachen veranlaBten uns, den EinfluB einiger in Sibirien 
gebrauchlicher Ol- und Fettarten zu studieren und ihre Wirkung auf 
die wachsende Ratte mit der Wirkung bestimmter Rationen von Fleisch 
und Brot zu vergleichen. 

Zu diesem Zwecke wurde eine Reihe von Versuchen an weiBen Ratten 
angestellt. Es waren im ganzen zehn Tiere, die wir in zwei Serien einteilten. 
Zur ersten Serie gehérten sechs Tiere eines und desselben Wurts im Alter 
von etwa 3 Monaten; zur zweiten vier Tiere eines anderen Wurfes im Alter 
von etwa 4 Monaten. 

Bevor wir zu den Versuchen schritten, wurde die Tagesmenge der 
von jeder Ratte verPrauchten Nahrung (gestoBener Zwieback) festgestellt. 
Zu diesem Ende wurde wiahrend einiger Tage jeder Ratte eine abgewogene 
Brotmenge gegeben, und das durchschnittliche Quantum des verzehrten 
Brotes wurde dann auch weiterhin den Tieren als tagliche Ration ver- 
abreicht. Diese einmal festgestellte Ration wurde wahrend der Versuche 
streng eingehalten, und tagliches Abwagen des nicht verzehrten Futters 
gab die Méglichkeit, die Menge des Verzehrten festzustellen. Wasser wurde 
in unbeschrankter Menge hingestellt. Das Gewicht der Tiere wurde taglich 


kontrolliert. ’ 


1 E. Friedhberger u. S. Seidenberg, diese Zeitschr. 200, 289, 1928. 














W.A. Leibowitsch-Liwschina: EinfluB v. Fett- u. Olarten usw. 261 


In erster Linie wurde an den Ratten der ersten Serie die Wirkung 
folgender Fiitterungsarten miteinander verglichen: Fiitterung mit Olivend|! 
in verschiedenen Mengen, das mit dem Brot gemischt wurde, Fiitterung 
mit Brot und kleinen Mengen Fleisch und Leber und schlieBlich Fiitterung 
mit Brot allein. Ratte Nr. 1 erhielt Brot und Olivendél in gleichem Mengen- 
verhaltnis, Ratte Nr. 2 Brot und 0,12 g¢ Olivendél (ausgehend von der Norm 
fiir den Menschen, d.h. 56g bei 60 kg Kérpergewicht), und Ratte Nr. 3 
Brot und 25 g Olivenél. Ratte Nr. 4 bekam zum Brot 5g Fleisch, Ratte 
Nr. 5 zur festgesetzten Brotmenge 5 g Leber. und Ratte Nr. 6 wurde mit 
Brot allein gefiittert. 

Die zweite Rattenserie bekam anstatt des vitaminfreien Olivendls 
den an Vitamin A reichen Lebertran in verschiedenen Mengen. Ratte Nr. 10 
erhielt nur Brot allein. 

Schon in den ersten Tagen fiel es auf, daB sowohl die Ratten Nr. 1 und 2 
der ersten Serie als auch die Ratten Nr. 7 und 9 der zweiten Serie sehr wenig 
Nahrung zu sich nahmen, und zwar 5,8 g in 24 Stunden. 

Die kleinen Mengen Lebertran und Olivenél wurden getrennt von der 
allgemeinen Ration auf besonderen, kleinen Brotstiickchen verabreicht 
und von den Tieren restlos aufgefressen; ebenso auch das Fleisch und die 
Leber. Von der tiglichen Brotration lieBen alle Ratten geringe Mengen 
(4 bis 10 @) iibrig. 

Schon Ende der ersten Woche konnte man an Ratte Nr. 7 der zweiten 
Serie Veranderungen des Felles beobachten. Das bis dahin glatte, 
weiBbe Haarkleid striubte sich und bekam ein gelbliches Aussehen. Wahrend 
der ersten Woche verlor die Ratte 15 g an Gewicht. Im weiteren magerte 
das Tier immer mehr ab und ging in der fiinften Woche bei einem Gewicht 
von 47 g ein. Es hatte also nur noch etwa die Halfte des Anfangsgewichts, 
wahrend das Kontrolltier dieser Serie, das mit Brot allein gefiittert wurde, 
wahrend derselben 4 Wochen um 19 g¢ zugenommen hatte. 

Auch bei Ratte Nr. 9 traten Ende der ersten Woche = alnliche 
Anderungen des Haarkleides auf wie die bei Ratte Nr. 7 beschriebenen. Diese 
Erscheinungen nahmen merklich zu, und Ende der dritten Woche war das 
Tier nicht mehr zu erkennen. Aus einer gesunden, langhaarigen, weiBen 
Ratte war ein kleines, armseliges, schmutzig-gelbes, zerzaustes Geschépf 
geworden. Innerhalb 6 Wochen hatte sich das Gewicht der Ratte um 38 °, 
verringert, wahrend das Kontrolltier, das keinen Lebertran bekommen 
hatte, in dieser Zeit um 33,9°, zugenommen hatte. 

In der achten Woche traten zu den schon erwahnten Verinderungen 
des Haarkleides noch weitere Erscheinungen: Haarausfall an den Vorder- 
pfoten und hyperimische sowie nekrotische Hautbezirke daselbst. Als 
die Ratte 2 Tage spiter einging, wog sie 63 g, d.h. sie hatte 52,9°, ihres 
Anfangsgewichts verloren. 

Die Gewichtsanderungen aller Ratten der ersten und zweiten 
Serie sind in Tabelle I zusammengestellt. 

Aus Tabelle I ersehen wir, daB waihrend der 6 Wochen oben erwahnter 


Fiitterung (erste Serie) die gréBte Gewichtszunahme (84,5°,) Ratte Nr. 4 


aufwies, die Brot und 5g Fleisch erhalten hatte. Die kleinste Zunahme 
hingegen (47°,) zeigte Ratte Nr. 2, die Brot und 0,12 g Olivenél bekam. 


Sie hatte sogar weniger zugenommen als Ratte Nr. 6, die nur mit Brot 


allein gefiittert worden war. Den gréBten Gewichtsverlust (Ratte Nr. 1) 
verursachte die Fiitterung mit Brot und Olivendl in gleichem Mengen- 
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Tabelle I. 





Gewicht Gewichts- 
Ratte ing differenz 
Serie Futter 
vor dem nach . 
Nr. g Versuch 6 Wochen & 
1 l 50.0 Olivendl + 50,0 Brot 77.0 590 —15,0 — 19,5 
1 2 0,12 ms + 47,0 , 68,0 100,0 +320 + 47,0 
1 3 25.0 . + 52.0 , $2.5 70,0 —12,5 —15,2 
1 4 5.0 Fleisch + 47,0, 77.5 1538.0 + 75,5 84,5 
1 5 5,0 Leber + 45.0 , 75.0 117,0 + 42.0 56.9 
1 6 40.0 Brot (Kontrolle) 75,5 127,0 51,5 68,2 
2 7* 45.0 Lebertran + 45,0 Brot 91,0 - - 
2) 8 0.03 = +470 , 114.0 184.0 + 70.0 + 52.0 
2 9g**!) 22.5 ‘ +410 , 119,5 74.00 —455 — 38.0 
2 It 48.0 Brot (Kontrolle) 121,0 162.0 +410 -+ 33,9 


* Nach 4 Wochen eingegangen bei einem Gewicht von 47.0 g. (Sie verlor 42,5 ° 9 
des Anfangsgewichts.) 

** In der 7. Woche eingegangen bei einem Gewicht von 63,0 g. (Sie verlor 47,2 9 
des Anfangsgewichts.) 


verhaltnis; Ratte Nr. 3, der Brot und 25°, Olivenél gegeben wurde, verlor 
15,2’, ihres Gewichtes. 

In der zweiten Serie wurde die gréBte Gewichtszunahme (52,6 °,) 
bei Ratte Nr. 8 festgestellt, die Brot und 0.03 g Lebertran bekommen 
hatte. Den gréBten Gewichtsverlust ergab die Fiitterung mit Brot und 
Lebertran in gleichem Mengenverhaltnis bei Ratte Nr. 7. die in der fiinften 
Versuchswoche einging. Einen etwas geringeren Gewichtsverlust zeigte 
Ratte Nr. 9, die Brot und 25°, Lebertran erhalten hatte und erst in der 
achten Woche einging. 

Fiitterung mit Brot allein erhéhte das Gewicht von Ratte Nr. 6 der 
ersten Serie um 68,2 °,, der Ratte Nr. 6 der zweiten Serie um 33,9 °,. 

Die folgende Reihe von Versuchen, die 14 Tage dauerten, wurde 
mit denselben Produkten angestellt (Leber ausgenommen) wie die erste, 
nur in etwas anderer Form. Die Art und Weise der Fiitterung und die 
erhaltenen Gewichtsinderungen sind in Tabelle Il zusammengestellt. 


Tabelle II. 








Gewicht Gewichts- 
Ratte ing differenz 
Serie Futter - = Gane —— 
vor dem nach 0 
Nr. g Versuch 2 Wochen 8 0 
1 1 5,0 Fleisch + 47,0 Brot 54,0 101.0 + 47,0 + 87,0 
1 2 0,03 Lebertran + 47,0, 102.0 1070 + 50 + 49 
1 é Fleisch allein (durchschnitt- 
lich 40,0 g) 64,0 107,0 + 43,0 + 67,1 
1 4 50,9 Olivendl + 50,0 Brot 158,0 140.9 —180 —11,4 
1 5 45,0 Fleisch + 45.0 , 122.0 130.0 + §0 + 66 
1 6 40,0 Brot (Kentrolle) 127,0 117.0 —100 — 7,9 
2 8 0,12 Olivenél + 47,0 Brot 189,0 1940 + 50\+ 2,6 
2 10 48,0 Brot (Kontrolle) 165,0 167,00 + 20 + 1,2 
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Diese Tabelle zeigt uns, daB unter den Ratten der ersten Serie die gréBte 
Gewichtszunahme (87°) wahrend 14 Tagen durch Fiitterung mit Brot 
und 5g Fleisch erreicht wurde (Ratte Nr. 1); eine etwas kleinere Zunahme 
(67,1 °,) erfolgte bei Fiitterung mit Fleisch allein (Ratte Nr. 3), und eine 
noch geringere (6.6°,) bewirkten Brot und Fleisch in gleichem Mengen- 
verhialtnis (Ratte Nr. 5). Eine beinahe gleiche Zunahme wie letztere zeigte 
Ratte Nr. 2, die Brot und 0,03 g Lebertran bekommen hatte. Eine Gewichts- 
abnahme von 11,4°, wurde nach Fiitterung mit Brot und Olivenél zu 
gleichen Teilen konstatiert, und noch etwas geringeren Gewichtsverlust 
(7,9°,) zeigte Ratte Nr. 6, die nur mit Brot ernaihrt wurde, und die von 
Beginn des Versuchs an (wahrend 8 Wochen) immer nur Brot allein be- 
kommen hatte, trotzdem sie die taglichen 40 g nicht auffraB. 

Die iibrigen Tiere der zweiten Serie, Ratten Nr. 8 und 9, nahmen an 
Gewicht zu (2,6 und 1,2°,), erstere bei Brot und 0,12 g Olivendél, letztere 
bei Brot allein. 

Die weiteren Versuche wurden nur an den Ratten der ersten Serie 
gemacht. Allen Tieren mit Ausnahme von Ratte Nr. 4, die nur Brot 
bekam, wurden 5g Fleisch verabreicht und die gleiche Menge Brot 
wie in den vorhergehenden Fallen. 


Tabelle III. 





Gewicht Gewichts- 
Ratte in g differenz 
; Futter | See 
vor dem nach ‘i P 
Nr. Versuch 2 Wochen £ ( 
1 5,0 Fleisch + 47,0 Brot 191,0 122.0 + 21,0 + 29,7 
2 5,0 = +470 , 107,0 115,0 + 90 + 84 
3 5.0 - + 50.0 . 107,0 132,0 + 25,0 + 23.4 
4 47,0 Brot 140, 164,0 4940 +182 
5 5,0 Fleisch + 45,0 Brot 130.0 139.9 + 90 » 79 
6 5,0 a +400 , 117,0 151,0 + 34,0 + 29,0 


Der Tabelle Il] kénnen wir entnehmen, daB die Fiitterung mit Brot 
und 5g Fleisch wahrend 14 Tagen in allen Fallen eine Erhéhung des Gewichtes 
um 7 bis 29,7°%, bewirkte. 

Unsere nachste Aufgabe war es, die Einwirkung mittelgroBer 
Mengen verschiedener als Nahrungsmittel am meisten verwendeter 
Fette zu untersuchen, die wir als Zusatz zur Brotration verabreichten 
(Leinél, Hanfél, Sonnenblumendl, Tafelbutter und Rinderfett). 

Die Gewichtsinderungen, die nach achttagiger Fiitterung mit 
oben genannten Fetten erhalten wurden, sind in Tabelle 1V_ wieder- 
gegeben. 

Wie wir aus Tabelle LV ersehen, wurde die gréBte Zunahme an Gewicht 
(6,7°,) durch Zusatz von 5g Rinderfett zur Brotration erreicht, und die 
kleinste Zunahme (2,5°,) durch die gleiche Menge Leinél. Tafelbutter, 
Hanf- und Sonnenblumendél verursachten eine Verminderung des Gewichtes 
um 0,8 bis 3,8°. Fiitterung mit Brot allein ergab wahrend dieser Zeit 
eine Erhéhung des Gewichtes der betreffenden Ratte um 5,9 °%%. 


Biochemische Zeitschrift Band 231. 18 








264 W. A. Leibowitsch-Liwschina: 


Tabelle IV. 





Gewicht Gewichts- 
Ratte in g differenz 
Futter ‘laemeeace ant 
vor dem nach - 
Nr. Versuch 1 Woche 5 
1 5,0 Leinél + 47,9 Brot 122.0 125,0 + 3,0 + 2.5 
2 5.0 Hanfol + 470 , 116,0 115.0 a £e — 0,9 
3 5,0 Tafelbutter + 50,0 , 132,0 127.0 — 5,0 — 3,8 
4 5,0 Rinderfett + 47,0, 164,0 175.0 + 11,0 + 6,7 
5 5,0 Sonnen- 
blumendl + 45,0 .. 139,0 138,0 — 10 — 0,8 
6 49,0 Brot (Kontrolle) 151.0 160,0 + 9.0 +59 


Tabelle V enthalt die Gewichtsinderungen bei Fiitterung der 
Ratten wahrend 14 Tagen mit denselben Fetten und Olen in kleinen 


Mengen (0,03). Tabelle V 





Gewicht Gewichts- 
Ratte in g differenz 
Futter — vacua 
vor dem nach . 0 
Nr. Versuch 2 Wochen 8 ° 
1 0,03 Leindl + 47,0 Brot 125.0 120,0 — 5,0 — 4,0 
2 0,03 Hanfol +470 , 115,0 123.0 + 8,0 + 7,0 
3 0,03 Tafelbutter + 50,0 , 127,0 128.0 + 1,0 +80 
+ 0,03 Rinderfett + 47,0, 175,0 177.0 + 2,0 + 1,2 
5 0,03 Sonnen- 
blumenol + 45,0, 138,0 135,0 — 3,0 — 2,2 
6 40,0 Brot (Kontrolle) 169.0 166.0 + 6,0 + 38 


Diese Tabelle zeigt, da®B in gegebenem Falle die gréBte Gewichts- 
erhéhung (7%) mit Hanf6él, eine geringere (1,2 °,) mit Rinderfett, und die 
kleinste (0.8%) mit Tafelbutter hervorgerufen wurde. In den_ beiden 
letzteren Fallen (bei Rinderfett und Tafelbutter) war die Gewichtszunahme 
kleiner als beim Kontrolltier, das nur Brot erhalten hatte. Der gréBte 
Gewichtsverlust (4%) erfolgte nach Zusatz von Leinél, und der kleinste 
nach solchem von Sonnenblumend6l. In der darauffolgenden Woche wurde 
die Menge der den Ratten Nr. 2, 3, 4 und 5 verabreichten Fette verdreifacht. 
Ratte Nr. 1 bekam anstatt 0,03 g Leinél 0,09 g Lebertran; Ratte Nr. 6 
erhielt nur Brot. Die so erhaltenen Gewichtsaénderungen sind in Tabelle VI 


verzeichnet. “ 
Tabelle VI. 








Gewicht Gewichts- 
Ratte in g differenz 
Futter Gaaaeeemens Ena 
vor dem | . nach J 0 
Nr. g Versuch | 1 Woche & 0 
1 0,09 Lebertran + 47,0 Brot 129.0 127,0 + 7,0 +58 
2 0,09 Hanfol +470 , 123,0 123,0 0 0 
3 0,09 Tafelbutter + 50,0, 128,0 131,0 + 3.0 + 2.3 
4 0,09 Rinderfett + 47,0 , 177,0 193,0 + 16,0 + 9,0 
5 0,09 Sonnen- 
blumenél + 45,0, 135.0 135,0 0 0 
6 40,0 Brot (Kontrolle) 166,0 170,0 + 4,0 +24 
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Aus Tabelle VI ist zu ersehen, daB ein Gewichtsverlust in keinem der 
Falle beobachtet wurde. Wahrend die Pflanzenéle keine Gewichtszunahme 
hervorriefen (Ratten Nr. 2 und 5), steigerten die animalischen Fette das 
Gewicht um 2,3 bis 9%. 

Der wéchentliche Gewichtsunterschied jeder der im Laufe der 
Versuchsperiode mit verschiedenartigem Futter ernahrten Ratten ist 
in den nachfolgenden Kurven dargestellt. 

Abb. 1 gibt das Bild der durch 14 Wochen beobachteten Gewichts- 
anderung von Ratte Nr. 1 wieder. 
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Abb. 1. 


Die Analyse dieser Kurve tiber die sechswéchige Ernahrung der Ratte 
mit Brot und Olivend6l zu gleichen Teilen zeigt folgende Gewichtsanderungen. 


Erste Woche — 18,1 %. zweite Woche + 3,1 °%,. dritte Woche 4,6 %, 
vierte Woche — 3,2 %, fiinfte Woche — 0, sechste Woche — 1,7 °,. 


Die darauffolgende Versuchsperiode, Ernahrung mit Brot und 5 g 
Fleisch, Tabelle Il, bewirkte bei demselben Tier, das im Vergleich zur 
Kontrolle stark abgemagert war (letzteres hatte 68,2°., zugenommen, 
ersteres 19,8°, an Gewicht verloren), eine wéchentlich intensiv an- 
steigende Zunahme des Gewichts (zweiter Teil von Kurve 1). 

In der siebenten Woche + 57,4°,. in der achten Woche + 18,8°,, in 
der neunten Woche + 10,9°%,, in der zehnten Woche + 8,9 %. 

Die 11. Woche (Zusatz von 5g Leinél zum Brot) ergab + 2,5° 

Die 12. Woche (Zusatz von 0,03 g Leinél zum Brot) ergab 4%. 

Die 13. Woche (Fiitterung wie in vorhergehender Woche) ergab keine 

Gewichtsanderung. 
Die 14. Woche (Zusatz von 0,09 g Lebertran zum Brot) ergab + 5,8 %. 


o- 


18 * 
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Zusatz von 5g Fleisch zum Brot gleich nach dem Hungern der 
Ratte verursachte eine intensive Gewichtssteigerung, wahrend in 
den nachsten Wochen dieselbe Futtermenge schon geringere Steigerung 
hervorrief. Die Zunahme des Gewichts nach Fiitterung mit Leindl in der 
elften Woche kann auf die Fleischkost der vorhergehenden Woche zu- 
rickgefiihrt werden. Lebertran aber gab scheinbar selbstaindig eine 
Gewichtserhéhung, unabhangig von der vorhergegangenen Ernabrung. 
‘ Abb. 2 gibt die wichentlichen Schwankungen des Gewichts von Ratte 
Nr. 2, die wahrend 14 Wochen im Versuch war, folgendermaBen wieder. 
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Abb. 2. 
Fiitterung mit Brot und 0,12 g Olivendl ergab: erste Woche + 7,39, 
zweite Woche — 2,7°,, dritte Woche — 1,3%, vierte Woche + 22,9%, 


fiinfte Woche + 4,8 °%%, sechste Woche + 11,1 %. 
Fiitterung mit Brot und 0,03 g Lebertran ergab in der siebenten Woche 
8,8, in der achten Woche — 3,6 %. 
Fiitterung mit 5g Fleisch und Brot ergab in der neunten Woche 
3.7%, in der zehnten Woche + 4,5 %,. 

In der nachsten, elften Woche, erhielt man durch Zusatz von 5g 
Hanfél zum Brot in einer Woche — 0,8°% , Zusatz von 0,03 g desselben Ols 
ergab in der 12. Woche + 1,7, in der 13. Woche + 5,1 %. 

Die in der letzten, 14., Woche durchgefiihrte Ernahrung von Ratte 
Nr. 2 mit der dreifachen Menge (0.09) Hanfél anderte das Gewicht des 
Tieres nicht. 

Wenn wir die Wirkung der vier verschiedenen Olarten und der 
differenten Mengen dieser Ole, die der Brotration von Ratte Nr. 2 zu- 
gesetzt wurden, miteinander vergleichen, miissen wir feststellen, daB 
ein bemerkenswerter Unterschied in der Wirkung des einen oder anderen 
nicht bestand. Eine konstante Erhéhung des Gewichts wurde nur bei 
Fleischzusatz beobachtet, wihrend die verschiedenen Ole in manchen 
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Wochen wohl eine Gewichtszunahme bewirkten, in anderen aber das Ge- 
wicht gar nicht anderten, oder sogar einen Gewichtsverlust hervorriefen. 

Abb. 3 zeigt die wéchentlichen Gewichtsschwankungen von 
Ratte Nr. 3, die 14 Wochen im Versuch war. 
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Abb. 3. 

Vorerst bekam die Ratte Brot und 25°, Olivenél. Die wéchentlichen 
Gewichtsanderungen waren dabei folgende: erste Woche — 25,6°,, zweite 
Woche + 16,4%, dritte Woche — 2,8%, vierte Woche + 17%, fiinfte 
Woche — 19,5 %, sechste Woche + 6%. 

Bei Fiitterung mit Fleisch allein (durchschnittlich 40 g) erhielt man in 
der siebenten Woche + 28°,, in der achten Woche + 30°. 

Bei 5g Fleisch und Brot anderte sich das Gewicht folgendermaben : 
in der neunten Woche + 17,7, in der zehnten Woche 4,8 %. 


Zusatz von 5 g Tafelbutter zum Brot ergab in der elften Woche — 3,8 °,. 
Kleine Mengen Tafelbutter (0,03), der gleichen Brotration zugesetzt, 
wie in den vorhergehenden Fillen, riefen bei der Ratte folgende Gewichts- 
anderungen hervor: in der 12. Woche — 1,6% , in der 13. Woche ~ 2,4 °5. 
Die dreifache Menge Tafelbutter (0,09) ergab in der 14. Woche 2,3 %. 
Wenn wir die vorliegenden Zahlen analysieren, kénnen wir sehen, 
daB 25 °,, Oliven6l eine starkere Sch wankung der w6chentlichen Gewichts- 
erhéhung bzw. verminderung ergaben als 50°,, Ol, daB aber insgesamt 
am SchluB der ganzen Versuchsperiode (14 Wochen) ein Gewichts- 
verlust von 15,2°, vorliegt. Ahnliche Einwirkung auf den Charakter 
der Kurve wie bei Ratte Nr. 1 zeigt auch hier die Fiitterung mit Fleisch, 
und zwar zuerst mit Fleisch allein und dann mit Brot und 5 g Fleisch. 


Eine besonders intensive Zunahme bis zu 30,5°,, wéchentlich erfolgte 
nach der Ernahrung mit Fleisch allein. In den darauffolgenden (11. bis 
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14.) Wochen nahm die wéchentliche Zunahme verhaltnismaBig rasch ab. 
Dabei hatten die verschiedenen Mengen der Butter keinen bemerkens- 
werten EinfluB. Wahrend kurzer Perioden konnte man sogar paradoxe 
Erscheinungen beobachten. So setzten z. B. 5g Tafelbutter das Ge- 
wicht der Ratte sogar herab, d. h. sie wirkten wie grobe Mengen Olivendl. 

In Abb. 4 sind die Gewichtsinderungen von Ratte Nr. 4 dargestellt, 
die 14 Wochen im Versuch war und auf verschiedene Weise gefiittert wurde. 
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Abb. 4. 


Bei Zusatz von 5g Fleisch zur Brotration gingen die Gewichts- 
anderungen folgenderma8en vor sich: erste Woche + 19,4 %, zweite Woche 
+ 20.0%, dritte Woche + 0,9%, vierte Woche + 17,8%, fiinfte Woche 
+ 3,5%, sechste Woche + 4,1 %. 

Zusatz von 50% Oliven6l zur Brotration ergab in der siebenten Woche 
— 10,1 %, in der achten Woche — 1,4%. 

Die Fiitterung mit Brot allein bewirkte in den beiden nachsten Wochen 
eine Gewichtssteigerung: neunte Woche + 8,6%, zehnte Woche +- 5,3%. 

5 g Rinderfett, das der Brotration beigefiigt wurde, ergab in der elften 
Woche — 6,7%. 0,03 g Rinderfett und Brot anderten das Gewicht der 
Ratte folgendermaBen: in der 12. Woche — 2,9 %, in der 13. Woche + 4,1 %. 
Die dreifache Fettmenge (0,09 g) und Brot erhéhte das Gewicht in der 
14. Woche um 9%. 














ww 














EinfluB8 von Fett- und Olarten usw. auf die wachsende Ratte. 269 


Aus der Analyse dieser Kurve ersieht man die verschiedene Ein- 
wirkung der vier Ingredienten, die nacheinander zum Brot zugesetzt 
wurden, und die Einwirkung von Brot allein. Der erste Teil der Kurve 
(erste bis sechste Woche) zeigt eine betrachtliche Gewichtszunahme, 
bis zu 20°, aber in der fiinften und sechsten Woche wird diese Zunahme 
geringer und fallt schlieBlich bis auf 3,5°,. Der Cbergang von der 
vorhergehenden Ration zur Fiitterung mit Brot und 50°, Olivendél 
rief auch in diesem Falle eine bedeutende Abnahme des Kérpergewichts 
in 14 Tagen hervor. Die darauffolgende Ernahrung mit Brot allein 
wahrend der neunten und zehnten Woche erhéht das Gewicht der 
Ratte sofort wieder bedeutend. Immerhin aber ist die Zunahme nicht 
so groB wie bei Fiitterung mit Brot und Fleisch, trotzdem die Ratte 
wahrend der vorhergehenden 14 Tage eigentlich gehungert hatte. 
Das Zufiigen von verschiedenen Mengen Rinderfett zur Brotration in 
der 11. bis 14. Woche gab durchschnittlich die gleiche Gewichtszunahme 
wie Brot allein, mit Ausnahme der 12. Woche, in der die Fiitterung mit 
0,03 Fett einen Gewichtsverlust von 2,9°,, hervorrief 

Abb. 5 gibt die wéchentliche Gewichtsénderung von Ratte Nr. 5 
wieder, die ebenfalls 14 Wochen im Versuch war. 
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Abb. 5. 


Fiitterung mit Brot und 5g Leber anderte das Gewicht der Ratte auf 
folgende Weise: erste Woche + 19.3%, zweite Woche 6.1%, dritte 
Woche — 5.3%. vierte Woche 11%, fiinfte Woche 1.8%, sechste 
Woche 3.5%. 
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Fleisch und Brot in gleichem Mengenverhaltnis ergaben in der siebenten 
Woche + 6,6%, in der achten Woche anderten sie das Gewicht nicht. 

5 g Fleisch und Brot in der neunten Woche anderten das Gewicht der 
Ratte nicht. In der zehnten Woche ergaben sie + 7,7 %. 

Zusatz von 5g Sonnenblumen6l zur gleichen Brotmenge ergaben in 
der elften Woche — 0,7 %. 

0,03 g Sonnenblumenél gaben in der 12. Woche keine Gewichts- 
anderung, in der 13. Woche verringerten sie das Gewicht um 1,5°%. Die 
dreifache Menge Sonnenblumend6l, die wahrend der 14. Woche dem Brot 
beigefiigt wurde, anderte das Gewicht der Ratte nicht. 

Wenn wir Kurve 5 analysieren, sehen wir in der ersten und vierten 
Woche eine bedeutende Gewichtszunahme, aber wie in der vorher- 
gehenden Kurve wird auch in diesem Falle die Zunahme in der fiinften 
und sechsten Woche kleiner. 

Im ganzen ist die Zunahme wahrend aller sechs Versuchswochen 
etwas geringer als bei Fleischkost (56°, hier gegen 84°, bei Fleisch). 
Die gréBere Fleischmenge in der siebenten und achten Woche hatte 
auf die GréBe der Zunahme fast keinen EinfluB. Der Ubergang zur 
vorhergehenden Ration gab wieder das gleiche Resultat. Ersetzen 
des Fleisches durch verschiedene Mengen Sonnenblumendél (12. bis 
14. Woche) rief in allen Fallen sogar einen kleinen Gewichtsverlust 
der Ratte hervor. 

Abb. 6 gibt uns das Bild der Gewichtsschwankungen von Ratte Nr. 6 
wieder, die 14 Wochen im Versuch war und Brot allein, sowie Brot mit 
Fleischzusatz bekommen hatte. 
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Die Ernahrung mit Brot wahrend 8 Wochen war von folgenden wéchent- 
lichen Gewichtsanderungen des Tieres begleitet: erste Woche 5,3 %, 
zweite Woche 19,5%, dritte Woche + 7,4°%%, vierte Woche -+- 7,7 %%, 
fiinfte Woche + 8,2, sechste Woche + 7,6%, siebente Woche + 2,4 %, 
achte Woche — 13,1 %. 

5g Fleisch, der gleichen Brotration beigefiigt, ergaben in der neunten 
Woche + 11,9%, in der zehnten Woche + 15,3 %. 

Die abermalige Verwendung von Brot allein in gleicher Menge wie 
in den ersten 8 Wochen, hob das Gewicht des Tieres in der 11. Woche 
+ 5,9%. in der 12. Woche + 3,0%, in der 13. Woche + 0,6, in der 
14. Woche + 2,4%. 

Aus Kurve 6 ersehen wir, daB die Fiitterung mit Brot allein eine 
ziemlich gleichmaBige wéchentliche Zunahme des Gewichts bewirkte, 
und nur in den letzten Wochen (siebente und achte) rief diese einseitige 
Ernahrung eine Verminderung der Zunahme, in der achten Woche sogar 
einen Gewichtsverlust von 13,1°, hervor. Nach Bereicherung des 
Futters durch Zufiigen von 5g Fleisch erfolgte sofort eine verhaltnis- 
maBig groBe Gewichtszunahme von 11,9 bis 15,3 °., (neunte und zehnte 
Woche). Der erneute Ubergang zur Ernahrung mit Brot allein ver- 
minderte sofort die Zunahme von 5,9 auf 0,6 °%,. 

In Abb 7 ist die Abnahme des Gewichts der Ratte Nr. 7 dargestellt, 


4 
die 41, Wochen im Versuch war und mit Brot und Lebertran zu gleichen 


Teilen gefiittert wurde. Das Gewicht nahm folgendermaBen ab: in der 
ersten Woche — 16,5, in der zweiten Woche — 5.3%, in der dritten 
Woche — 16,7%, in der vierten Woche 10%, in der fiinften Woche 


— 13%. 
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Wenn wir diese Kurve betrachten, sehen wir eine intensive, durch 
Wochen andauernde Abnahme des Gewichtes (besonders intensiv in der 


ersten und dritten Woche) und Eingehen des Tieres in der fiinften Versuchs- 
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woche. Die Ratte hatte 48°, ihres anfanglichen Gewichtes verloren, also 
bedeutend mehr als Ratte Nr. 1, die die gleiche Menge Olivenél zum Brot 
bekommen hatte. Scheinbar hat Lebertran gr6éBere toxische Eigenschaften 
wegen seines groBen Gehalts an Vitaminen (Hypervitaminose). 

Abb. 8 gibt uns das Bild der allmaéhlichen Gewichtszunahme von 
Ratte Nr. 8, die wahrend 6 Wochen Brot und 0,03 g Lebertran bekam. 
Die wéchentliche Zunahme war folgende: erste Woche + 15,3. zweite 
Woche + 10.6%, dritte Woche + 6,8 %, vierte Woche + 7.6%, fiinfte Woche 

1.5%, sechste Woche + 2,7 %. Innerhalb von 6 Wochen stieg das 
Gewicht um 38 %. 
Abb. 9 stellt die staéndige Abnahme des Gewichts von Ratte Nr. 9 


dar, die 644 Wochen im Versuch war und Brot mit 25 % Lebertran vermischt 


erhielt. Der wéchentliche Gewichtsverlust war folgender: erste Woche 
6,9%, zweite Woche —0,9°%, dritte Woche — 12,7%, vierte Woche 
- 3%, fiinfte Woche — 8.2%, sechste Woche — 16,8 %. 


In der siebenten Woche ging die Ratte ein. Im ganzen hatte sie 38° 
ihres Gewichts verloren. d.h. weniger als Ratte Nr. 7, die 48,5% ver- 
loren hatte. Das auBere Aussehen dieses Tieres, sowie auch die trophischen 
Stérungen waren die gleichen wie bei Ratte Nr. 7. 

Offenbar ist diese Ratte der toxischen Wirkung des Lebertrans 
erlegen und nicht der Kalorienarmut der Nahrung. Das beweist der 
in Kurve 11 (weiter unten) angestellte Kontrollversuch. 

Abb. 10 gibt die Gewichtsaénderung von Ratte Nr. 10 wieder, die nur 
mit Brot gefiittert wurde. Die standige Zunahme verlief folgendermaBen: 


erste Woche + 6,7%, zweite Woche + 1,6°%, dritte Woche 0,8 %. 
vierte Woche + 9.4%, fiinfte Woche + 8,6, sechste Woche — 6,6%,. 
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Abb. 10. Abb. 11. 


Abb. 11 zeigt den Stand des Gewichts von Ratte Nr. 11 im Laufe 
von 5 Wochen. Das Tier bekam eine Brotration, die dem Gewicht der 
Mischung von Brot und Lebertran entsprach, die von Ratte Nr. 7, die in 
der fiinften Woche einging, verzehrt wurde. 

Die Gewichtsschwankungen waren folgende: erste Woche — 13,4 %, 
zweite Woche 8,4%, dritte Woche — 2,6%. vierte Woche d°®, fiinfte 


Woche @°. 
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Wie aus dem Vergleich dieser Kurve mit Kurve 7 zu ersehen ist, 
betrug im gegebenen Falle die Gewichtsabnahme nach 5 Wochen nur 
7,6°., gegen 48,5°,, wihrend 4 Wochen bei Ratte Nr.7. AuBerdem 
stach das AuBere der Ratte in keiner Weise von dem der gesunden 
Tiere ab. Aus dem Vergleich der Kurven 7 bis 11, d. h. aus der Analyse 
des Einflusses verschiedener Mengen der Brotration zugesetzten Leber- 
trans, geht die giinstige Wirkung kleiner Mengen Vitamin enthaltenden 
Lebertrans deutlich hervor, ebenso wie die schidliche Wirkung groBer 
Mengen, die das Bild einer Hypervitaminose geben. Der Vergleich 
dieser Wirkung mit der Wirkung von Brot allein in groBen Rationen 
(Abb. 10) und kleinen Rationen (Abb. 11) bestatigt, daB der schadliche 
Kinflu8 eben dem Lebertran und nicht der ungeniigenden Futtermenge 
zuzuschreiben ist. 

SchluBfolzerungen. 

1. Lebertran in groBen Mengen ruft im Rattenorganismus eine 
ausgesprochen toxische Wirkung hervor, die sich durch groBen Gewichts- 
verlust (Abb. 7 und 9), trophische Stérungen und friihzeitigen Tod 
kundgibt. Kleine Mengen Lebertran férdern die Gewichtszunahme 
merklich (Abb. 8 und 10 und 1). 

2. Der Gewichtsverlust bei entsprechend groben Mengen Oliven6] 
ist geringer (Abb. 1 und 3), und ein Eingehen dér Tiere kam auch 
nach langer Versuchsdauer nicht vor. Kleine und mittelgrobe Mengen 
Oliven-, Hanf- und Leinél haben auf das Gewicht der wachsenden 
Ratte keinen férdernden EinfluB (Abb. 1, 2 und 3). Der EinfluB 
von Tafelbutter und Rinderfett in verschiedenen Mengen geht aus 
unseren Versuchen noch nicht geniigend klar hervor. 

3. Der starkste Reiz, der besonders nach aufgezwungenem Hungern 
(vorausgegangene Fiitterung mit Lebertran oder Olivenél in groBen 
Mengen) bedeutende Gewichtssteigerung hervorruft, wird von mittel- 
groBen Rationen (5 g) dem Brot zugesetzten Fleisches und von Fleisch 
allein ausgeiibt (Tabelle I, Ratte Nr. 1, Tabelle Il, Ratten Nr. 1 und 3). 

4. Die Reizwirkung des Fleisches auf den Organismus der Ratten, 
welche gehungert hatten, dauerte linger an (bis in die neunte und 
zehnte Woche), als bei den Tieren, die nicht gehungert hatten. Gleich- 
zeitig wird diese Reizwirkung des Fleisches durch den Versuch an 
Ratte Nr. 6 (vgl. Tabellen II und ITI) illustriert, ebenso wie das Be- 
streben des Organismus, den Gewichtsverlust zu kompensieren. 


Herrn Prof. A. P. Korchow spreche ich meinen ergebensten Dank fiir 
die Uberlassung des Themas und die Hilfe bei der Durchfiihrung der 
Arbeit aus. 








Uber Farbstoffe der Milch. 


Von 


Martin Lundborg. 
(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 


(Eingegangen am 23. November 1930.) 


1. Der lipoidlésliche Farbstoff. 


In der Milch hat man zweierlei Farbstoffe gefunden: einen lipoid- 
léslichen und einen wasserléslichen. Der lipoidlésliche Farbstoff, der 
im Milchfett gelést ist und sich in der gelben Farbe des Butterfettes 
zeigt, ist Carotin. Den wasserléslichen Farbstoff aber, dessen Einheit- 
lichkeit unsicher ist, finden wir in der Molke, deren gelbgriine Farbe 
im Milchserum der Sauermilch zum Vorschein kommt. 

Die gelbe Farbe der Butter wird im Sommer kraftiger, um in der 
Herbstzeit bei der Stallfiitterung der Kiihe weniger deutlich zu er- 
scheinen. Da die gelbe Farbe der Butter ein appetitliches Aussehen 
verleiht, kommen oft allerlei Farbstoffzusitze, mehr oder weniger 
zulassig, in der Handelsbutter vor: Teerfarbstoffe, Azofarbstoffe, 
Kurkuma, Safran und andere. Auch die natiirliche Farbe der Butter 
wird mit Mohrriibensaft zugefiihrt. 

Nun ist aber der Zusammenhang zwischen Carotingehalt und 
Vitaminwirkung durch die Untersuchungen von B. und H. v. Euler, 
Karrer, Hellstrém, Rydbom} u. a. vollauf bestatigt worden. Oben haben 
wir die starkere Gelbfarbung der Sommerbutter besprochen, und in 
diesem Zusammenhang mag erwaihnt werden, daB Miss Chick und 
Miss Roscoe? durch Versuche gefunden haben, daB der Gehalt an 
Vitamin A in der Milch nach einem Monat zehnfach vergréBert wurde, 
wenn die Kiihe bei der Stallfiitterung statt Cerealien und Riiben frisches 
Gras bekamen. Durch die nachher folgende Griinfiitterung wurde 
aber keine Erhéhung des Gehalts an Vitamin A in der Milch erreicht. 


' Sv. Vet. Akademiens Arkiv f. kemi 10, 2, 1928; Helv. Chem. Acta 
12, 278, 1929; Sv. Kem. Tidskr. 40, Septemberheft, 1928, 256, Oktoberheft, 
1928; diese Zeitschr. 2038, 370, 1928. 

2 Biochem. Journ. 20, 638, 1926. 
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Eine Methode zur quantitativen Carotinbestimmung in Milch mub 
daher von allergré6Btem Interesse sein. Fiir die Ermittlung des Carotin- 
gehalts der Milch hat Résié! folgende Methode empfohlen: Die Milch 
wird gebuttert, das Fett in Chloroform gelést und die Lésung fiir tinto- 
metrische Bestimmungen nach Lovibond verwendet. Derartige Messungen 
werden wie folgt ausgefiihrt: In einer Kiivette mit 13 mm Durchmesser 
gieBt man 1,8cem einer konzentrierten Antimonchloridlésung, die 
300g tiber Phosphorpentoxyd getrocknetes Antimontrichlorid im 
Liter wasserfreien Chloroform enthalt. Von der Probe, auch im wasser- 
freien Chloroform gelést, werden 0,2 ccm zugefiigt, und die Intensitat 
der Blaufarbung wird in einem Tintometer nach Lovibond mit der 
Farbe einer Reihe von Glasscheiben verschiedener Farbenstarke in 
Blau verglichen?. Die Farbe wird in Lovibondeinheiten (L. E.) aus- 
gedriickt, und es hat sich gezeigt, daB 3. L. E. 0,02 mg Carotin ent- 
sprechen. Wenn in diesem Aufsatz von Lovibondfarbe gesprochen 
wird, ist diese Blaufarbung gemeint. 

Résié hat aber die aus dem gebutterten Fett erhaltenen Resultate 
einfach fiir die Probemilch umgerechnet< Meiner Meinung nach hatte sich 
Résié von der Zulassigkeit dieses Verfahrens erst durch eine Priifung 
wie die von mir S. 279 angegebene iiberzeugen miissen, um so mehr, 
als er selber sagt®, daB der A-Vitamingehalt ,,in verschiedenen Teilen 
des Fettes sehr verschieden sein kann‘. Was fiir Belege er fiir diese 
Annahme hat, geht aus seinem Aufsatz nicht hervor. Wenn man aber 
diese Ansicht von der Verteilung des A-Vitamins im Milchfett hegt, 
kann man nicht, von einem aliquoten Teile ausgehend, den Total- 
gehalt vom Vitamin in Milch ausrechnen. 

Nichts in seiner Untersuchung besagt, daB das Butterfett in der 
Milchprobe erschépft ist. Sonst muB gezeigt werden, daB das Carotin 
im Fett gleichmaBig verteilt ist. 

Aus mehreren Griinden ist ein direktes Ausschiitteln des Fettes 
aus der Milch ausgeschlossen: beim Schiitteln mit einem Fettlésungs- 
mittel bildet sich ein lastiger Schaum, der ein Scheiden der Milch vom 
Lésungsmittel erschwert oder sogar unméglich macht. Ob dies seine 
Ursache in den fein verteilten Fettrépfchen (Diameter der Trépfchen 
gewohnlich etwa 3) und damit zusammenhangende Adsorption an 
andere Bestandteile der Milch hat, oder auf einer eiweiBahnlichen 
Hiille der Fetttrépfchen beruht, laBt sich noch nicht entscheiden. Die 
‘ettkiigelchen der Milch befinden sich in untergektthltem Zustande und 
bilden mit den Eiwei®stoffen eine Emulsion. Nach der Ansicht Soxh- 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 182, Heft 6, 1929. 
2 Vel. Carr u. Price, Biochem. Journ. 19, 753, 1925. 
3 Résid, l. ec. 8. 299. 
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lets! haben in der Milch geléste feste Stoffe dank der Molekularattraktion 
eine verdichtete Hille irgendeiner Art um die Fettkiigelchen gebildet. 

Das direkte Ausschiitteln der Milch wurde demnach mit den Vor- 
versuchen aufgegeben. Dagegen wurden einige Versuche mit einem von 
Ingenieur O. Fagerlind® zur Saccharinbestimmung in Erfrischungs- 
getranken konstruierten Apparat gemacht. Die Ergebnisse waren kaum 
erfreulich, sei es, daB Ather, Petrolather oder daB ein Gemisch von beiden 
in gleichen Volumina verwendet wurden. Das Prinzip bei diesem Apparat 
ist, daB die Probelésung (in unserem Falle Milch) in einem diinnen 
Strahl eine mdglichst groBe Schicht vom Lésungsmittel durchflieBt. 
Die mit dieser Methode extrahierten Fettmengen standen zu dem 

‘ettgehalt der Milch in keinem Verhaltnis, und so konnte der Apparat 
fiir diesen Zweck keine Verwendung finden. 

Darum wurde eine Carotinuntersuchung in Butterfett, Casein 
und Molke je fiir sich gemacht. Schon Soxhlet (1876)* und etwas spiter 
von Gomp-Besanez* haben gefunden, daB das Fett mit geeigneten 
Extraktionsmitteln aus Milch ausgeschiittelt werden kann, wenn 
diese auf irgendeine Weise zum Gerinnen gebracht ist. Diese Tatsache 
wurde als Basis folgender Versuche iiber das Vorkommen des Carotins 
in Milch genommen. 

In einer 1500 ccem-Flasche wurde wahrend 48 Stunden und bei 
Zimmertemperatur Milch zum Sauerwerden sich selbst tiberlassen. 
Ein klares, gelblich-griines Serum war nunmehr abgeschieden. Diese 
saure Milch (py 5,5) wurde zweimal, je waihrend 2 Stunden und mit 
Verwenden von 500ccm Petrolaither, kraftig geschiittelt. Die zu- 
sammengegossenen Petrolithermengen wurden mit  wasserfreiem 
Natriumsulfat getrocknet und in vacuo (Wasserbad von 50 bis 55° C) 
eingedampft. Die auf diese Weise erhaltene Fettquantitat wurde in 
wasserfreiem Chloroform auf 50 ccm gelést. Diese Chloroformlésung 
enthielt pro 10 ccm 3,4690 g Fett, der Fettgehalt der Milch war also 
3,47°,. Der Fettgehalt der Lésung wurde auf folgende Weise ermittelt. 
Die 10cem wurden in einem Wageglaschen auf kochendem Wasserbad und 
zuletzt tiber der Mikroflamme so lange erwarmt, bis alle Gasent wicklung 
zu Ende war. Nach Erkalten im Exsikkator wurde gewogen. Diese 
einfache Methode ist schon im Jahre 1899 von Droop-Richmond® fiir 
Wasserbestimmungen in Butter ausgearbeitet worden. Barthel® hat 


A 


1 Soxhlet, Landw. Versuchsstation 19, 118, 1876. 
2 Svensk Férfattningssamling, 1908 ars bihang, Nr. 77. 
Soxhlet, Jahresber. Tierchem. 1876, 8. 111. 
Physik. Chem., 4. Aufl., Braunschweig 1878, S. 413. 
Dairy Chemistry, London 1899, 8. 252. 
6 Barthel, Die Methoden zur Untersuchung von Milch und Molkerei- 
produkten, 8. 155. Berlin, Parey, 1920. 
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diese Methode mit der gewéhnlichen Bimssteinmethode verglichen 
und dabei einen Fehler von nur + 0,17°,, gefunden. 

0,2cem der oben erwahnten Chloroformfettlésung gaben bei 
direkter Bestimmung 0,3 L. E. blau oder 4,4 L. E. blau pro Gramm 
‘ett. Da eine Ablesung von 0,3 L. E. blau unwillkiirlich als miBlich 
zu betrachten ist, wurde die Fettlésung durch Einengen in vacuo 
konzentriert. 

10 cem der Fettlésung wurden bis 4,0 ccm eingeengt, 0.2 cem 
Probe ergaben nunmehr 0,6 L. E. blau, d. h. 


pro Gramm Fett = 3,5 L. E. blau. 


Dieser Wert muB als richtiger angesehen werden, da die Ab- 
lesungen wegen starkerer ,,Lovibondfarbe“ (0,6 L. E. statt 0,3 L. E.) 
als genauer zu betrachten ist. 


In diesem Zusammenhang mag ein Versuch besprochen werden, 
der ‘deutlich zeigt, daB das Einengen in vacuo streng notwendig ist. 
Von einer Butterfettlésung in Petrolither wurden 10 ccm in vacuo 
eingedampft, die dabei erhaltene Fettmenge in Ather gelést und somit 
quantitativ in ein Wageglaschen gebracht. Hier wurde das Lésungs- 
mittel vorsichtig abgedampft. Da Ather schon bei 35°C kocht, geht 
das Abdampfen auf einem Wasserbad glatt vonstatten. Andere 10 cem 
Petrolitherfettlésung wurden in einem Wageglaschen ohne besondere 
VorsichtsmaBregeln abgedampft. 

Das Einengen in vacuo gab 2,82 g, das direkte Abdampfen vom 
Petrolather 2,81 g. Die Fettmengen wurden in wasserfreiem Chloroform 
auf 3,9ccem gelést und Lovibondbestimmungen in diesen Lésungen 
gemacht. Diese fielen sehr verschieden aus. Das Eindunsten in vacuo 
(3,9 cem oder 2,82 g Fett) gab als Mittel von vier gut tibereinstimmenden 
Bestimmungen, im folgenden als (4 P.) bezeichnet, 0,5 L. E. blau 
oder fiir 

lg Fett = 3,5 L. E. blau. 


. 


Die andere (3,9ccm oder 2,81 g Fett) gab 0,4 L. E. blau (4 P.) 


oder fiir 
lg Fett = 2,6 L. E. blau. 


Der Versuch zeigt mit aller Deutlichkeit, daB das Carotin wirme- 
empfindlich ist. Wird aber eine Zerst6rung schon bei Verwenden von 
Petrolither (Siedepunkt 30 bis 50°C) als Lésungsmittel beobachtet, 
so muB diese bei Chloroform (Siedepunkt 61,5°) noch vollstandiger sein. 
Damit ist nicht gesagt, daB ein Abdestillieren unter allen Verhaltnissen 
undenkbar ist. Beim Ende des Abdestillierens muB aber unwillkiirlich 
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eine Vakuumdestillation eingesetzt werden. Je héher der Siedepunkt 
des Lésungsmittels ist, desto gréBer ist die Gefahr eines Carotinzerfalls. 


Beim Scheiden des Petrolithers (vgl. 8. 276) wurden Casein und 
Molke jedes fiir sich erhalten. Die Molke wurde nochmals mit Petrolather 
geschiittelt, der winzige Abdampfriickstand gab aber keine ,, Lovibond- 
farbe*. Ein Ausschiitteln von Molke aus einer anderen Sauermilch 
gab auch in dieser Hinsicht negatives Resultat. In der Molke be- 
findet sich folglich kein freies Carotin. 

Die Caseinmenge wurde dreimal ausgeschiittelt, je 1 Stunde mit 
500 cem Petrolither (Bezeichnung: Casein 1 bis Casein 3). Den Casein- 
gehalt der Sauermilchausschiittlung und der drei Caseinausschiitt- 
lungen gibt folgende Zusammenstellung wieder: 


Fraktion I: Sauermilch . . . 120 L. E. blau (0,8 mg Carotin) : 
IL: Casein 1 5 (0,03 ,, % | I <ol 
"SS SORE uae (0.03., | sich 
IV: ~ BP rad esp i —_ » Gs 9 : 


Da es sich bei den Fraktionen II bis IV um sehr kleine Fettmengen 
handelte, war eine quantitative Fettbestimmung ausgeschlossen. Die 
Lovibondzahlen beziehen sich in der obigen kleinen Tabelle auf 1 Liter 
Milch oder Casein aus dieser Quantitat. 


Extraktion von Sauermilch und von Milch, die mit Essigsdure angesduert war. 


Im vorigen ist iiber Petrolaétherausschiittlung und nachfolgende 
Carotinbestimmung der Sauermilch gesprochen. Die Sauermilch 
entsteht durch die Einwirkung der sogenannten Milchséurebakterien, 
die den Milchzucker in Athylidenmilchsaure oder Garungsmilchsaure 


umwandeln: 
Cy2H220,, + H,O = 4 C,H,O,. 


In der Milch ist das in kolloidalem Zustande befindliche Casein 
nach Courant als Dicaseincalcium in Verbindung mit phosphorsaurem 
Kalk vorhanden!. Aus der Milch wird es durch Mineralséuren in sehr 
geringer, durch Essigséure in starkerer Konzentration ausgefallt. 
Zu unserem Zwecke ist aber das Verwenden von Mineralséuren aus- 
geschlossen, daher wurden vergleichende Versuche mit Sauermilch 
und Milch, die mit Essigsiure angesiuert war, angestellt. Die Sauer- 
milchmethode gibt zwar quantitative Ausbeute, ist aber allzu zeit- 
raubend. Darum wurden Versuche gemacht, bei denen Essigsaure als 
Fallungsmittel verwendet wurde. Die Versuchsbedingungen gehen 
iibrigens aus den Angaben fiir Probe 1 bis 3 hervor. 


1 Courant, Pfliigers Arch. f. Physiol. 50, 109, 1891. 
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Probe l. 
2 Liter Milch wurden zentrifugiert, die Sahne gebuttert und das 
Butterfett in Petrolather gelést. Der Petrolather wurde abdestilliert 
und der Fettriickstand in Chloroform zu 100 ccm geldést. 


Probe Ss. 

400 cem Milch wurden auf 35° erwarmt und mit 50 ccm 4 n Essig- 
sdure gefallt. Das Milchkoagulum wurde nach dem Erkalten wahrend 
2 Stunden mit 500 cem Petrolather geschiittelt. Die Petrolatherlésung 
hatte einen starken Geruch nach Essigsaure. 

Probe 3. 

| Liter 2 Tage alte Sauermilch wurde mit Petrolither geschiittelt, 

die Fettlésung zu 100 cem in wasserfreiem Petrolather gelést. 


Die Bestimmungsdaten gehen aus der Tabelle I hervor. 


Tabelle TI. 








1 2 3 4 5 6 7 nN 4y 
Fettgehalt Lovibond 
Sie ; ie 
ao & 4 
ES= In der Probe- —s-1 $s 
Probe sce menge der as x= Pu Probe 
= Bestimmung be a ue. 
ecm ecm x 0 0 ” 
Gebutterte Milch . . | 2000 2000 3,20 016 04 3 6,0 1 
Buttermilcheasein ** 2000 2000 | 4.60 0,23 0,5 4 1 
Gebutterte Milch, 

Sahne...... 2000 200 3,94 1,97 0,4 3 1 
Sauermilch. . . . 1000 100 2,42 2,42 0,3 4 5,5 2 
Sauermilcheasein **. 1000 1000 1,05* 0,11 0.3 2 - 2 
Gesauerte Milch . . 400 801,54 1,93 0.6 4 5,0 3 
Casein der gesauerten 

en se ss 400 400 3.40 0.85 01 1 _ 3 


* Wert zu hoch, was zur Folge hat, dafi der entsprechende Wert in Kolonne 7 zu niedrig 
ausgefallen ist. Es handelt sich aber um eine sehr kleine Fettmenge, und grifere Genauigkeit 
war nicht zu erreichen. 

** Eine zweite Ausschiittlung gab eine unwigbare Fettmerge 
. 


Bei den drei in Tabelle | angefiihrten Proben (1 bis 3) ist dieselbe 
Milchart verwendet worden. Es wurden aber verschiedene Milch- 
mengen bei den Proben verwendet: fiir die Proben mit Milchbutter 
2 Liter, fiir die Sauermilch | Liter und fiir die mit Essigsiure gesiuerte 
Milech 400 cem. Die Lovibondbestimmungen wurden in konzen- 
trierten Fettlésungen gemacht, die blaue Farbe hielt sich etwa um 
0,5 L. E.  Daraus erklairen sich die Abweichungen in Kolonne 7. 
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Der letzte Wert in dieser Kolonne kann zum Teil dadurch erklart 
werden, daB die Essigsiure, die in Petrolather léslich ist, das Carotin 
beim Einengen der Lésung geschadigt hat. Die Léslichkeit der Essig- 
siure in Petrolather wurde nachher in folgender Weise gezeigt: 10 cem 
Petrolither wurden mit 10 ccm 4n Essigsiure 5 Minuten lang ge- 
schiittelt. Ein Teil der Lésung wurde auf dem Wasserbad in einer 
Porzellanschale restlos eingedampft. Wahrend des Eindampfens konnte 
ein scharfer Essiggeruch wahrgenommen werden. Weiter wurde ein 
Teil des mit Essigsdure geschiittelten Petrolathers mit Magnesiumoxyd 
versetzt und das Filtrat vollstaéndig zur Trockne eingedampft. Beim 
Erwarmen des Riickstands mit ein paar Tropfen konzentrierter Sch wefel- 
siure trat der Essiggeruch wieder deutlich hervor. 

Die Milchséure ist dagegen in Petroléther unléslich, und darum 
konnte in den Milchséureproben auch keine Zerstérung des Carotins 
beobachtet werden. 


Aus der Tabelle I sieht man, daB die Sauermilchmethode mehr 
quantitativ als die anderen arbeitet. Sie gibt 2,42°,, Fett, die Butter- 
milchprobe 1,97 ©, und die Methode, bei der mit Essigsiure angesaiuerte 
Milch untersucht wurde, 1,93°, Fett. Da das Carotin, wie aus der 
Tabelle ersichtlich ist, mit dem Butterfett in strenger Korrelation 
steht, ist es wichtig, daB das Butterfett bei den Carotinbestimmungen 
aus den betreffenden Proben quantitativ erschépft wird. Bei der 
Methode, wo die Milch gebuttert wird, muB man, wenn man des 
quantitativen Ausbutterns nicht sicher ist, dabei noch eine Fettanalyse 
in der Milch machen. Daraus kann nachher die Carotinmenge der 
Milch aus einer aliquoten Fettmenge berechnet werden. 


Die Sauermilchmethode arbeitet, wie gesagt, mehr quantitativ als 
die anderen, und in der Fortsetzung werden wir auch eine gute Uber- 
einstimmung zwischen der Fettbestimmung der Sauermilchmethode 
und einer Fettbestimmung nach Gerber!, der gewéhnlichen Methode, 
finden. Die Sauermilch gab im besprochenen Falle 2,94°, und die 
Gerbermethode 3,05 °,, Fett (s. unten S. 286). Ein solcher Unterschied 
gestattet noch eine gute Ubereinstimmung bei den Lovibond- 
bestimmungen, da bei dieser andere Fehler eine weit gréBere Rolle 
spielen miissen. 


Da aber die ,,Sauermilchmethode“ zeitraubender als die beiden 
anderen ist, wurde ein direktes Ausfillen mit Garungsmilchséure 
versucht. Aus oben erwahnten Griinden ist die Essigsdure als Fallungs- 
mittel ungeeignet. Eine Versuchsreihe mit Milchsaéureausfallung zeigte, 
daB diese unter folgenden Bedingungen am besten stattfindet: Die 


. Gerber, Milchzeitung 21, 891, 1892; 22, 363 und 656, 1893; 24, 169, 1895. 
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Milch wird auf 35°C erwarmt und bei dieser Temperatur unter Um- 
rihren 20 g Garungsmilchsaure pro Liter zugefiigt. 

Bei einer derartigen Ausfallung hatte das Serum py 4.2. Wurde 
weniger Siure genommen — man ist ja geneigt, die Saurekonzentration 
wegen der Saéureempfindlichkeit des Carotins méglichst niedrig zu 
halten —-, wurde das Casein unvollstandig ausgefallt. Bleyer und 
Kallmann?} haben als Optimum der Caseinausfaillung py 4,4 bis 4,6 
gefunden. Bei einer Séurekoagulierung geht nach Hammarsten? das 
Casein ohne irgendwelche Verainderung aus dem dispersen Zustand 
in den Gelzustand tiber, wihrend das Labverfahren aus dem Casein- 
molekiil ein beim Erwarmen koagulierendes Protein abspaltet. 

Im folgenden Versuch wurde das aus Sauermilch ausgefillte 
Casein mit Petrolither ausgeschiittelt. Es wurde dieselbe Milch wie 
im vorigen Versuch verwendet. 

Von einer 24 Stunden alten Sauermilch wurde das Casein abgenutscht 
und mit wasserfreiem Natriumsulfat in eine feste Masse verwandelt. 
Diese wurde wie vorher dreimal mit Petrolither geschiittelt. Die 
Fraktionen 1 und 2 enthielten beide grobe Fettmengen und wurden 
daher zusammenverarbeitet. Ein Vergleich mit dem vorigen Versuch 
zeigt, daB es vorteilhafter und wirksamer ist, die Sauermilch direkt 
mitsamt der Molke auszuschiitteln. Ubrigens ist viel schwerer, 
das fetthaltige Casein trocken zu erhalten. Es ist anzunehmen, dab 
ein Teil des Fettes waihrend des Trocknens in das Casein eingeschlossen 
worden war, was eine unvollstandige Extraktionzur Folge hatte. Daneben 
konnte das Carotin im Fett beim Trocknen zerstért werden. 


Die zusammengegebenen Petrolaitherfraktionen I und II wurden 
mit wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet, das Lésungsmittel im 
Wasserbad von 50 bis 55° C abdestilliert, der letzte Teil in vacuo. Der 
Riickstand wurde in Petrolather zu 100 cem gelést. 


10 cem dieser Lésung wurden eingedampft und-ergaben 4,6 ccm 
und 2,46g Fett. 0,2 g dieses konzentrierten Fettes gaben 0,52 L. E. 
blau. Fiir die ganze Milchmenge (1 Liter) macht das 120 L. E. blau. 

Die dritte Ausschiittlung gab 5,0 g konzentrierte Fettlésung, von 
der 0,2 ccm im Tintometer 0,62 L. E. blau, d.h. fiir die ganze Fett- 
menge in dieser Fraktion 15,5 L. E. blau ergaben. 

Lovibondbestimmungen in den beschriebenen Versuchen haben 
bei Verwendung von 0,2 cem Probe héchstens 0,6 L. E. blau ergeben. 
Die Probe ist in allen Fallen so gut wie reines, dickfliissiges Fett ge- 


1 Diese Zeitschr. 1538, 465, 1924. 
2 Hammarsten, Zur Kenntnis des Caseins und der Wirkung des Lab- 
ferments, Nova Acta Reg. Soc. Scient. Upsal. 1887, Festskrift. 
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wesen. Ein Konzentrieren des farbenden Prinzips wiirde natiirlich 
bessere Werte der tintometrischen Bestimmungen ergeben. Dazu kommt 
die grobe Schwierigkeit eines genauen Abmessens der dickfliissigen 
Fettlésung. 

Drummond, Channon und Coward!, daneben auch Takahashi und 
Kawakami, haben durch Saponifikation von Fett mit alkoholischem 
Kali die Carotinoidmenge im Verseifungsrest anreichern kénnen. Bei 
diesen Versuchen kam es nicht darauf an, eine quantitative Ausbeute 
zu erreichen. Versuche, eine gute Ausbeute zu erbringen, sind im 
folgenden kurz beschrieben. Dabei hat es sich gezeigt, daB eine 
unter gewissen Bedingungen ausgefiihrte Saponifikation fiir das Carotin 
der Fette ungefihrlich ist. Sie hat weder eine Erhéhung (Spalten 
eventueller Carotinkomplexe) oder Erniedrigung (Zerstérung des 
Carotins) zufolge gehabt. 


Saponifikation von Butterfett und Lovibondbestimmung im Verseifungsrest. 

Fiir die Ausarbeitung einer geeigneten Methode wurde eine Chloro- 
formfettlésung als nicht geeignet befunden, weil das Chloroform auch 
durch Vakuumdestillation sehr schwer zu beseitigen war. Anders sind 
folgende Versuchsergebnisse nicht zu erklaren. Der Riickstand (Vakuum- 
destillation) einer Quantitaét dieser Chloroformfettlésung wurde mit 
5 cem alkoholischem Kali verseift. Die Lovibondbestimmungen fielen 
negativ aus. Wahrscheinlich hatte sich das in der Probe zuriick- 
gebliebene Chloroform, dessen Geruch aber nicht wahrzunehmen war, 
mit dem Kaliumhydroxyd zu ameisensaurem Kali umgesetzt. 

CHCL + 4KOH HCOOK 3 KCl + 2 H,0O. 

Dafiir spricht die kraftige Reaktion, die beim Zusetzen von alkoholi- 
schem Kali zu bemerken war. Weitere Versuche mit dieser Chloroform- 
lésung wurden nicht gemacht, stattdessen wurde eine Fettlésung in 
Petrolither durch Lésen von 150 g gewéhnlicher Butter in méglichst 
wenig Petrolather (Siedepunkt 30 bis 50°C) dargestellt. Nachdem 
das Wasser und die EiweiBstoffe ausgeschieden waren, wurde die Fett- 
losung fiir die Ausarbeitung einer geeigneten Verseifungsmethode ver- 
wendet. 

Zuerst wurde der Gehalt an Butterfett ermittelt. 10 bzw. 15 cem 
der Lésung ergaben 2,2128 und 3,3221 g Fett oder pro Kubikzentimeter 
Fettlésung 0,2214g Fett. Diese Fettlésung wurde zu _ Lovibond- 
bestimmungen in reinem Fett in Vergleich mit Bestimmungen im Ver- 
seifungsriickstand verwendet. Die Resultate der direkten Lovibond- 
bestimmungen in den durch Abdestillieren des Lésungsmittels kon- 


' Biochem. Journ. 19, 1046ff.. 1925. 
2 Journ. Chem. Soc. Japan 44. 590 bis 605, 1923. 
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zentrierten Fettlésungen und der Lovibondbestimmungen im Ver- 
seifungsriickstand sind in Tabelle II dargestellt. 


Tabelle Il. 





1 2 3 4 5 6 7 s 9 


Ohne Verseifang Mit Verseifung 





F & =] Ss ar a P = = Z 3 
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Fett- lésung as m= aS aos £s 7 du 
. " x A Poe n= @as PF nes = 
ljsung eingeengt be te 5 a 2 Bai we €¢ 
“ie | - 2% 2 ms —-=& 
=" Pha a tel ae < 
ecm ecm y. g Fett ecm hed cem 
25 * 11,0 0,7 3,5 1,07 4,2 3,5 3,3 ] 
25 * 9,9 1,0 4.9 22,14 7,2 4.1 3,3 4.5 


* 5,535 ¢ Fett. 


Die Tabelle zeigt, daB 

1. das Carotin durch Saponifikation ohne Zersetzung angereichert 
werden kann; 

2. die Ubereinstimmung zwischen Doppelproben in den Sapo- 
nifikationsproben besser ausfallt ; 

3. 5ccm alkoholisches Kali pro Gramm Fett fiir eine quantitative 
Verseifung geniigen; 

4. ein UberschuB von Alkali (10 cem pro Gramm Fett) vom Carotin 
vertragen wird; 

5. irgendein Carotinkomplex im Butterfett nicht vorhanden ist, 
denn die Werte der direkten Bestimmung sind mit denjenigen der 
verseiften Proben im Einklang (pro Gramm Fett gerechnet). 

Bei den Bestimmungen von fliichtigen, wasserléslichen (Reichert- 
Meisslsche Zahl") und wasserunléslichen (Polenskesche Zahl) Fettséuren 
werden nach Leffmann und Beam? fiir 5g Butterfett 20cem Glycerin und 
2cem 50°, ige Natronlauge verwendet. Wenn es sich aber um den 
Jarotingehalt des VerseifungsresteS handelt, ist Glycerin ungeeignet. 

Das Fett wird zuerst durch Vakuumdestillation vom Lésungsmittel 
befreit, der Riickstand mit méglichst wenig Ather in Erlenmeyer- 
kélbchen tibergefiihrt und der Ather im Kélbchen durch vorsichtiges 
Erhitzen auf dem Wasserbad verdampft. Auch kann das Fett — und 


1 Reichert, Zeitschr. f. anal. Chem. 18, 69, 1879; Messi, Dinglers polyt. 
Journ. 238, 229, 1879. 

2 Analysis of milk and milk products, pag. 65, Philadelphia 1893; 
Chem.-Ztg. 20, 607, 1896. 
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das ist vorteilhafter —- mit dem zu verwendenden alkoholischen Kali 
ins Kélbchen gebracht werden. Das Kélbchen wird mit einem meter- 
langen Steigrohr versehen und * , Stunden im kochenden Wasserbad — 
die Oberfliche im Kélbchen in der Héhe von der Wasseroberflaiche 
gehalten. Die Reaktionsmischung wird in einem groBen Scheidetrichter 
mit dem neunfachen Volumen destillierten Wassers versetzt und 
mit Ather ausgeschiittelt. Zwei Ausschiittlungen mit Athermengen, 
die je etwa ein Viertel des Gesamtvolumens entsprechen, geniigen, 
um das Carotin aus der wasserigen Lésung quantitativ aufzunehmen. 

Beispiel: 2,37 g Fett wurden mit 15 ccm frisch bereitetem 
alkoholischen Kali verseift. Wenn das Kali nicht frisch bereitet war, 
entstanden darin harzaihnliche Produkte, die durch Verfaérbung die 
Lovibondmessungen verschoben oder mindestens erschwerten. Die 
Reaktionsmischung wurde auf 200 ccm mit destilliertem Wasser ver- 
diinnt und dann mit Ather viermal (60, 40, 40 und 40 ccm) aus- 
geschiittelt. 

Ausschiittlung I. 

Der Ausschiittlungsither wurde mit wasserfreiem Natriumsulfat 
getrocknet und nachher verdunstet, der kraftig orange gefarbte Riick- 
stand in wasserfreiem Chloroform zu 2,1 ccm gelést. 


0,2 cem Probe entsprachen 0,93 L. E. blau 
0.4 ,, na ma 1.90 +s Po 


die ganze Probequantitat 10L.E. blau oder pro Gramm Fett 
4,2 L. E. blau. 
Ausschiittlung II. 


6,0cem Chloroformlésung, eigentlich allzu_ kraftig verdiinnt. 
Durch Einengen der Lésung Gefahr fiir Zerfall des Carotins. Die Blau- 
farbung sehr undeutlich, nicht tiber 0,1 L. E. blau, fiir die ganze 
Quantitat 1.5 L. E. blau. 


Ausschiittlung IIT. 


2,.0cem Chloroformlésung. Lovibond negativ. 


Ausschiittlung IV. 


2,5cem Chloroformlésung. Lovibond negativ. 


Bei den erwahnten Verseifungen wurde zweimal mit Ather aus- 
geschiittelt, die Athermengen vereinigt und mit wasserfreiem Natrium- 
sulfat wahrend 2 Stunden getrocknet. Dann wurde das Lésungsmittel 
in einem Fraktionierkélbchen (15 ccm) abdestilliert. Das Wasserbad 
hatte zu diesem Zwecke eine Temperatur von 50 bis 55°C und der 
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letzte Atherrest wurde in vacuo abgedampft. Der beinahe trockne, 
winzige, orange gefarbte Riickstand wurde in kleinster Menge von 
wasserfreiem Chloroform gelést. Je konzentrierter die Lésung war, 
desto leichter und sicherer konnte man die Ablesungen im Tintometer 
machen. 

Bald nach dem Zusammenmischen der Probe mit dem Antimontri- 
chlorid verbleicht aber meistens die blaue Farbe. Am besten verfabhrt 
man darum so, daB die Probelésung vorsichtig tiber die Antimon- 
trichloridlésung geschichtet wird. Die Kiivette wird in den Tintometer 
eingesetzt und man versucht so, gleich nach dem Durchschiitteln, die 
Farbe der Kiivettenlésung mit der Farbe der Apparatenglaser in Uber- 
einstimmung zu bringen. Nach drei bis vier Vorbestimmungen kann 
in der Regel die Ablesung innerhalb 10 Sekunden gemacht werden. 
Die Doppelbestimmungen stimmen nunmehr gut iiberein. 

Die Unempfindlichkeit der Carotinoide gegen Alkalien —- darauf 
griindet sich die eben beschriebene Methode — hat es auch erméglicht, 
die Carotinoide der griinen Blatter mit der sogenannten Kalimethode 
in kristallinischer Form darzustellen. Molisch! hat zu dem Zweck 
17 °.,ige alkoholische Kalilauge benutzt. 


Die Milchsduremethode mit nachfolaender Verseifung. 

Oben ist erwahnt worden, daB die Milchséuremethode betreffs 
Fettgehalt und Carotin quantitativ arbeitet. Gleichzeitig muB aber 
beriicksichtigt werden, daB die Ablesungen wegen des winzigen Carotin- 
gehalts unsicher ausfallen. Um eine Verbesserung in dieser Hinsicht 
zu bewirken, wurde die Milchsiuremethode mit Verseifung kombiniert. 

250 ccm mit 5ccem Milchsiure versetzter Milch gaben 5,77 g Fett 
oder 2,3°,. Verseifung mit 29 cem alkoholischem Kali gab pro Gramm 
Fett 3,7 L. E. blau, da 0,4 cem 1,7 L. E. blau entsprachen. 

200 cem Milch mit 5cem Milchséure gaben auch 2,3°,, Fett bei 
Verseifung mit 23cem alkoholischem Kali und pro Gramm Fett 
4,0 L. E. blau. 

Es zeigte sich sehr vorteilhaft, die Proben mit der gleichen Menge 
destillierten Wassers zu verdiinnen, ehe die Milchsdéure zugesetzt wurde. 

Gegen die Milchsiuremethode kann ins Feld gefiihrt werden, 
daB sie kaum als Schnellmethode zu rechnen ist. Das Ausbuttern ist 
auch ein wenig umstandlich und iibrigens nur in Zusammenhang mit 
einer Fettbestimmung zu benutzen. Unter den Fettbestimmungs- 
methoden ist aber die Rése-Gottliebsche? die einzige, die fiir Carotin- 


1 Molisch, Ber. d. Bot. Ges. 14, 18, 1890. 
2 Rése, Zeitschr. f. angew. Chem., 1888, 2, 100; Gottlieb, Landw. 
Vers.-Stat. 40, 6. 


ars 


PT ois 


nee 





ee 


= ee 
ws 








286 M. Lundborg: 


bestimmung geeignet ist. Bei dieser Methode werden die Eiweib- 
stoffe in Ammoniak gelést und das Fett mit Ather und Petrolather 
ausgeschiittelt. Der leitende Gedanke bei Versuchen in dieser Richtung 
war, daB Carotin Ammoniak ebensogut wie Alkalien vertragen kénne. 


Carotinbestimmung mit der modifizierten Rése-Gottliebschen Methode. 


Da Carotin ja nur in allerkleinsten Mengen im Milchfett vorhanden 
ist, wurde die Methode ein wenig veraindert. In diesem Falle muB man 
mit einer weder allzu groBen noch allzu kleinen Materialmenge arbeiten. 

250 cem Milch wurden in einem groBen Scheidetrichter mit 7,5 cem 
konzentriertem Ammoniak, spezifisches Gewicht 0,91, und 250 ccm 
96°.,igem Alkohol versetzt. Der Trichter wurde einigemal um- 
geschwenkt und 250cem Ather und die gleiche Menge Petrolather 
zugefiigt. Jeder Zusatz wurde von Umschwenken und Umschiitteln 
gefolgt, gerade wie nach dem Alkoholzusatz. Nach 5 Minuten konnte 
die Ather-Petrolatherlésung leicht von dem Ammoniakwasser und den 
in diesem gelésten Eiweibstoffen getrennt werden. Diese Fettlésung 
wurde getrocknet, bis zum geringen Volumen eingedampft (etwa 25 ccm) 
und in einem gewogenen Fraktionierkélbchen von den letzten Resten 
des Lésungsmittels in vacuo befreit. Die 250 ccm ergaben 7.35 g Fett. 
die betreffende Milch enthielt also 2,94°,, Fett. Die Fettmenge wurde 
mit 36,8 ccm alkoholischem Kali verseift und der Riickstand in Chloro- 
form zu 4,3.ccem gelést. 0,4 cem der Chloroformlésung gaben 3,1 L. E. 
blau (4 P.) und in der Milch also pro Gramm Fett 4.5 L. E. blau. 


Zum Vergleich wurde eine Probe mit der Milchsiuremethode (ohne 
Verseifung) in derselben Milch angestellt. 1 Liter Milch gab 29,4 g¢ 
Fett, und die Milch enthielt folglich 2,94°., Fett. 0.2 ceem Chloroform- 
lésung gaben 0,35 L. E. blau (4 P.) oder pro Gramm Fett 4,5 L. E. blau. 

Dadurch, daB eine Fettbestimmung nach Gerber in derselben 
Milch 3,05°,, Fett gegen 2,94°,, der Sauermilchmethode und der modi- 
fizierten Rése-Gottliebschen Methode gab, konnte die gute Uberein- 
stimmung dieser beiden letzten Methoden betreffs quantitativer Fett- 
ausbeute bestatigt werden. Die Differenz 3.05 — 2,94 = 0,11”, 
liegt innerhalb der Fehlergrenzen der Lovibondbestimmungen. 

Wenn man nun beriicksichtigt, daB die Rése-Gottliebsche (modi- 
fizierte) Methode 

1. viel schneller und sicherer zum Ziele fiihrt und 


2. weniger Probematerial erfordert —- spater wurden mit Erfolg 
Carotinbestimmungen mit 50cem Milch und entsprechenden Mengen 
der iibrigen Agenzien gemacht --, muB sie als eine der besten Carotin- 
bestimmungsmethoden gelten. 
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Die Ausbutterungsmethode im Vergleich mit der modifizierten Rése-CGottlieb- 
schen Methode. 

1 Liter Milch wurde 5 Minuten lang zentrifugiert (Touren- 
zahl 2800), die Sahne gebuttert und die erhaltene Butter in még- 
lichst wenig Petrolather gelést, die Lésung quantitativ in einen 
50-cem-MeBkolben iibergefiithrt und dieser bis zur Marke mit Petrol- 
aither gefiillt. 

10 ccm dieser Lésung gaben beim Verdunsten 0,8917 g Fett, die 
Milchprobe enthielt mit anderen Worten nur 0,45°,, Fett. Mit der 
Rése-Gottliebschen Methode ergab dieselbe Milch 3,29°,, Fett. Die 
Ausbeute beim Buttern variiert natirlich mit der Leistungsfaihigkeit 
der verschiedenen Separatoren und Butterfasser, in diesem Falle war 
sie durchaus nicht befriedigend. Eine Untersuchung iiber den Carotin- 
gehalt der erhbaltenen Butter hatte aber ihr Interesse, und zum Vergleich 
wurde daneben eine Bestimmung nach der modifizierten Rdse-Gottlieb- 
schen Methode gemacht; fiir beide Proben wurde dieselbe Milchart 
verwendet. 

20cem Fettlésung der Ausbutterung (1,7834g Fett) wurden 
abgedunstet (destilliert) und der Rest verseift. 4,2 cem Chloroform- 
lésung gaben pro 0,4 ccm Probe 1,6 L. E. blau (5 P.) oder pro Gramm 
Fett 9,4 L. E. blau. 


50 cem derselben Milch wurden nach der modifizierten Rédse- 
Gottliebschen Methode behandelt (1,5 ccm konzentriertes Ammoniak, 
50cem 96° iger Alkohol, 50 ccm Ather, 50 ccm Petrolither). Das 
ausgeschiittelte Fett, 1,65 g, wurde mit 8,5 ccm alkoholischem Kali 
verseift. 3,0 cem Chloroformlésung, von der 0,4ccem Probe 1,9 L. E. 
blau (4 P.) oder pro Gramm Fett 8,8 L. E. blau. 


Die Differenz 0,6 L. E. entspricht einem Ablesungsfehler von 
0.1L. E. In diesem Zusammenhang muB erwahnt. werden, daB ein 
Ablesungsfehler nach den Erfahrungen des Verfassers leichter zwischen 
0,2 und 0,3 L. E. blau als zwischen 3,2 und 3,3 zu erwarten ist. Im 
ersteren Falle hat man dazu mit einem viel gréBeren Fehlerprozent 
zu rechnen. WDaraus ergibt sich, was auch schon vorher: mehrmals 
gesagt ist, daB man mit méglichst konzentrierten Carotinlésungen 
arbeiten soll. Meines Erachtens geht es am besten, wenn sich gerade 
die Farbe um etwa 3 L. E. halt. In einigen von den oben beschriebenen 
Carotinbestimmungen ist die Farbstofflésung allzu verdiinnt gewesen, 
was weniger befriedigende Ubereinstimmung der Doppelbestimmungen 
verursacht hat. 


Da in einigen Fallen beim Verwenden von 0,2 com Probe und 1,8cem 
Trichloridlésung die Ablesungen undeutlich waren, wurden parallel 
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mit diesen Versuchen 0,4ccm Probe und 1,6cem Trichloridlésung 
genommen. Der Vergleich dieser beiden Serien zeigte immer gute 
Cbereinstimmung. 


Zusammenfassung. 


1. Die natiirliche gelbe Farbe des Butterfettes ist Carotin, denn 
das Fett gibt in unverandertem Zustande ein charakteristisches Carotin- 
spektrum. 

2. Eine tintometrische Carotinbestimmung nach Lovibond, direkt 
in konzentriertem Fett ausgefiihrt, muB wegen der winzigen Carotin- 
menge im Fett als unsicher betrachtet werden. 


3. Bei derartigen Bestimmungen in Milch, Sahne oder Butter 
wird immer auf dem Gesamtfettgehalt berechnet, und die Werte 
der Lovibondbestimmung sind danach auf Gramm reines Fett zu 
beziehen. 

4. Befriedigende Werte kénnen auch mit einer betreffs des 
Fettes nicht erschépfend arbeitenden Methode erhalten werden 


(z. B. Ausbutterung), wenn auf Totalfett -- Gerbersche oder 
Rése-Gottliebsche Fettbestimmung  auszufiihren! - umgerechnet 
wird. Das Carotin ist namlich in dem Milchfett gleichmabig 
verteilt. 


5. Sichere Resultate werden durch Untersuchungen des Ver- 
seifungsrestes ermittelt. Bei der Verseifung verwendet man 5 ccm 
einer 20°. igen, frisch bereiteten alkoholischen Kalilauge pro Gramm 
‘ett. Die Verseifung wird in einem mit meterlangem Steigrohr ver- 
sehenen Erlenmeyerkolben gemacht und der Kolben wird in kochendem 
Wasserbad wahrend 3, Stunden gehalten. Das Reaktionsgemisch 
wird mit destilliertem Wasser zehnfach verdiinnt; diese Lésung 
zweimal mit je ein Viertel ihres Volumens Ather geschiittelt. Die 
vereinigten Atherlésungen werden mit wasserfreiem Natriumsulfat 
2 Stunden lang getrocknet, im Wasserbad von 50 bis 55° C eingedampft 
(abdestilliert), der Rest des Lésungsmittels in vacuo bei derselben 
Temperatur. Der Riickstand wird mittels kleinen Mengen von wasser- 
freiem Chloroform in einen kleinen MeBzylinder quantitativ iiber- 
gefiihrt; nunmehr kénnen die tintometrischen Bestimmungen aus- 
gefiihrt werden. 


6. Bei den tintometrischen Bestimmungen schichtet man die 
Probelésung iiber die Antimontrichloridlésung, setzt die Kiivette in 
den Lovibondapparat ein und versucht, nach Vermischen des Kiivetten- 
inhalts, die erforderlichen Glaser innerhalb 10 Sekunden in den Tinto- 


meter einzusetzen. 
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7. Ein direktes Extrahieren des Milchfettes ist ausgeschlossen. 
Barthel! hat gefunden, daB die winzigen Fetttrépfehen (Diameter im 
Mittel 34.) vom Casein adsorbiert werden und daB die Adsorption 
um so kraftiger ist, je winziger die Fetttrépfchen sind. Aus Sauermilch 
oder mit Milchsaéure oder Essigséure angesaiuerter Milch kann das Fett 
quantitativ mit Petrolither ausgeschiittelt werden. Die Essigsaure 
ist aber im Petrolaither léslich und zerstért daher beim Eindampfen 
des Petrolithers das Carotin. Sowohl die Sauermilch- als die Milch- 
siuremethode sind zur Carotinbestimmung zu umstandlich. 

8. Die schnellste und sicherste Carotinbestimmung besteht in 
einer vom Verfasser modifizierten Rédse-Gottliebschen Methode und 
wird im iibrigen am besten mit Verseifung des ausgeschiittelten Fettes 
kombiniert. 


Die Untersuchung wird mit dem Molkenfarbstoff fortgesetzt. 


1 Barthel, Die Methoden zur Untersuchung von Milch usw., l.c¢. 8.4. 











Uber den Ammoniakgehalt und die Ammoniakbildung im Muskel 
und deren Zusammenhang mit Funktions- und 
Zustandsanderung. 


IX. Mitteilung: 
Die Stellung der Ammoniakbildung in der Reihenfolge der chemischen 
Vorginge im tiitigen Muskel. 


Von 
WI. Mozotowski. T. Mann und C. Lutwak. 


{Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat Lwéw (Lemberg). } 
(Eingegangen am 23. November 1930.) 


Mit 6 Abbildungen im Text. 


Die Entdeckung von Lundsgaard', daB im mit Jodessigsaure ver- 
gifteten Amphibienmuskel die Zuckung ohne Milchséurebildung, aber 
unter Zersetzung der Kreatinphosphorséure verlauft, legte es nahe, 
den Zusammenhang zwischen anderen im Muskel verlaufenden chemi- 
schen Prozessen und der Arbeitsleistung am jodessigsiurevergifteten 
Muskel zu untersuchen. Bald nachdem wir von der Lundsgaardschen 
Entdeckung erfahren hatten, haben wir gepriift, ob diese Vergiftung 
des Muskels die Ammoniakbildung bei Arbeitsleistung und mechanischer 
Verletzung beeinfluBt. Versuche, die im Marz 1930 ausgefiihrt worden 
sind, zeigten, daB die traumatische Ammoniakbildung durch die Jod- 
essigsdurevergiftung nicht gehemmt wird, und daB die vergifteten 
Muskel bei Reizung, die in der von Lundsgaard beschriebenen Weise 
zur baldigen Ermiidung und Starre fiihrt, viel gréBere Ammoniak- 
mengen enthielten, als diejenigen, welche in unvergifteten Muskeln 
ahnlichen Arbeitsleistungen entsprechen: die Ammoniakbildung ent- 
sprach ihrer GréBe nach vielmehr den Starren. Uber ahnliche Resultate 
hat vor kurzem auch Embden® berichtet, der an mit Bromessigsaure 
vergifteten Muskeln gearbeitet hat. 

Die Tatsache, daB im mit Jodessigsiure vergifteten Muskel 100 
bis 200 Zuckungen 7 bis 9 mg-°,, NH,-N erzeugen, laBt verschiedene 


1 Diese Zeitschr. 217, 162, 1930. 
2 Klin. Wochenschr. 9, 1337, 1930. 
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Deutungen zu; man kann zunachst annehmen, daB der Einzelzuckung 
bei gegebener Arbeitsleistung mehr Ammoniak entspricht als im un- 
vergifteten Muskel; ist doch die Ammoniakbildung nach 100 Zuckungen 
des normalen Muskels analytisch kaum feststellbar?. Dies wire auf 
zweierlei Weise méglich: Entweder entsteht in der Zuckung wirklich 
mehr Ammoniak, wenn der Muskel vergiftet ist, oder aber es unterbleibt 
im vergifteten Muskel ein im normalen der Ammoniakanhaufung 
entgegenlaufender ProzeB, welcher das Ammoniak wieder zum Ver- 
schwinden bringt. In diesem letzten Sinne hat auch Embden diesen 
Vorgang gedeutet und zwar als Unterbleiben der — von ihm fiir den 
normalen Muskelvorgang angenommenen? — Reversion der Ammoniak- 
bildung. 

Jede der hier erérterten Méglichkeiten hat die Feststellung zur 
Voraussetzung, daB in mit Jodessigsiure vergifteten Muskeln die 
Ammoniakbildung der Arbeitsleistung ebenso proportional verlauft, 
wie etwa die Kreatinphosphorsdiurezersetzung. Schon die ersten 
orientierenden Versuche tiberzeugten uns, dab dies nicht zutrifft. 
Es hatte vielmehr den Anschein, daB eine gréBere Anzahl von Zuckungen 
ohne bedeutenden Zuwachs des Ammoniakgehaltes erfolgt, und dab 
erst von einem bestimmten Zeitpunkt an, in dem der Muskel der Er- 
miidung sehr nahe war, oder schon in Starre zu verfallen begann, 
die Ammoniakbildung mit einer Geschwindigkeit einsetzte, welche 
direkt an die von Parnas und Mozolowski*® beschriebene traumatische 
Ammoniakbildung im schnell zerriebenen Muskel erinnerte. Dies fiihrte 
zu einer anderen, experimentell leicht zu priifenden Vermutung iiber 
das Wesen der ,,groBen** Ammoniakbildung im mit Jodessigsdiure 
vergiftetem Muskel. War diese Ammoniakbildung in Wirklichkeit 
nicht eine Begleiterscheinung der Zuckungen, sondern eine Folge 
der Verainderungen, welche durch die irreparable Ermiidung im mit 
Jodessigsdure vergifteten Muskel gesetzt werden? Erfolgt die Ammoniak- 
bildung, wie die Entwicklung der Starre, infolge von Zersetzungen 
oder Synthesen, Schwund oder Entstehung von Stoffen, deren Fehlen 
oder Bestand mit Erhaltung des strukturellen Zustandes des Muskels 
unvereinbar ist ? \ 

Die Versuche, welche im folgenden beschrieben werden, ergaben 
folgende Antwort: 

Die groBe Ammoniakbildung, gleichgiltig, ob sie einer Ermiidung 
oder einer mehrstiindigen Lagerung der isolierten mit Jodessigsiure 


1 Parnas, Lewinski, Umschweif u. Jaworska, diese Zeitschr. 228, 
397, 1930. 

2 Vgl. indessen die Arbeit von Parnas, Lewinski, Umschweif u. Jaworska, 
diese Zeitschr. 228, 397, 1930. 

3 Diese Zeitschr. 184, 402. 1927. 
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vergifteten Muskeln folgt, setzt in einem Moment ein, in welchem der 
Kreatinphosphorsauregehalt des Muskels erschépft oder nahezu er- 
schépft ist; mit dieser Ammoniakbildung zugleich entwickelt sich 
die Starre des Muskels. Ist dieser Punkt nach einer Reihe von Zuckungen 
erreicht, so entwickelt sich Ammoniak und Starre, unabhangig davon, 
ob noch gereizt wird oder nicht. Die Ammoniakbildung hangt hier 
mit einem ,,strukturellen Zusammenbruch* des Muskels zusammen, 
nicht anders als wie bei Coffeinstarre oder Warmestarre. Die Ammoniak- 
bildung erscheint demnach als ein der Kreatinphosphorsaurezersetzung 
nachfolgender Vorgang. 
Experimentelles. 


Die Jodessigsiure wurde nach folgendem Verfahren hergestellt: 19 g 
Chloressigsiure in 100 cem Aceton aufgelést und mit einer Lésung von 
38 g NaJ in 70 cem Aceton versetzt. Nach 6 Stunden wurde das Aceton 
abdestilliert, der Riickstand in 100 cem Wasser aufgelést, mit SO, entfarbt 
und mit Ather ausgeschiittelt, die atherische Lésung wurde mit CaCl, 
getrocknet und eingeengt und scheidet mit Jod braun gefarbte Kristalle 
ab, die abfiltriert und aus Petrolather umkristallisiert wurden, dann auf 
Tontellern getrocknet. Farblose Blattchen, Schmelzpunkt 82°C. Das Pra- 
parat ist in dunkler Flasche haltbar. 

Die Frésche wurden zu Versuchen in der Weise vorbereitet, daB die 
Plexus ischiadici von der Riickenseite her durch einen leicht einzuiibenden 
Schnitt auf der Héhe des Beckengiirtels durchschnitten wurden, ohne die 
groBen GefaBe zu verletzen; dann wurde eine 1 %ige Lésung von Jod- 
essigsaure (mit Natriumecarbonat neutralisiert und in Ringerlésung) durch 
die Mundhéhle in den Brustlymphsack injiziert: auf 100 g Frosch = 40 mg 
Jodessigsiure. Nach einer Stunde reizt man die Vorderbeine mechanisch 
und sieht sie in Starre verfallen; dann sind auch die Hinterglieder in voller 
Vergiftung und fiir den Versuch fertig. 

Die Versuche wurden (mit wenigen Ausnahmen) so ausgefiihrt, daB 
von zwei symmetrischen Gastrocnemien (nur solche wurden verwendet) 
der eine zur Ermittlung des Anfangswertes diente, der andere fiir den 
Versuchswert. Die Anfangswerte sind in gut durchgefiihrten Versuchen 
gut iibereinstimmend, wenn auch die Schwankung viel gr6éBer ist, als in 
unvergifteten Muskeln; die gréBeren Schwankungen hangen vielleicht 
damit zusammen, da das Blut den lahmgelegten Hinterextremitaten 
aus den erstarrten Vorderbeinen und Rumpfmuskeln Ammoniak zufiihrt, 
andererseits vielleicht mit dem gréBeren Effekt von geringen Verletzungen 
beim Priaparieren. Es gelingt indessen, die Ruhewerte auf den Wert 1,03. 

0,1 mg-% NH,-N zu bringen (Mittelwert aus 24 Versuchen), welcher 
derjenigen Versuchsserie entspricht, in welcher die Zuckungen auf- 
geschrieben wurden!. 

Die Praparate wurden nach Fixierung des Kniegelenkes an einem 
Biirkerschen Spannungsschreiber befestigt und mit Offnungsstrémen 
gereizt. Am SchluB des Versuchs wurde der Muskel abgeschnitten, 


1 Spater gelang es, in einer Arbeit von Frl. C. Lutwak, bei besonders 
sorgfaltiger Verarbeitung, die Ruhewerte (Dezember) niedriger zu finden. 
Der Mittelwert aus zehn Versuchen betragt hier 0,63 + 0,19 mg-°, NH,-N 
(Nachtrag wahrend der Korrektur). 
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in vorbereitete Boraxlésung geworfen und sofort mit Quarzsand zerrieben. 
Das Gewicht wurde durch Wagung des Praparats vor der Reizung und nach 


Abtrennung des untersuchten Muskels ermittelt. Die Abtrennung des 
Muskels wurde besonders eingeiibt und konnte bis zur Zerreibung 


in 6 bis 8 Sekunden bewerkstelligt werden. Die Ammoniakbestimmung 
wurde nach der friiher beschriebenen Methode ausgefiihrt '. 

Die Kreatinphosphorsiure wurde nach dem Verfahren bestimmt, 
welches von Lohmann und Jendrassik? und von Lohmann® beschrieben 
worden ist. 

Es sei daran erinnert, daB die Zuckungen eines mit Jodessigsiéure 
vergifteten Muskels folgenden Verlauf haben, der z. B. aus der Abb. 1 
(untere Kurve) bei E. Lundsgaard* entnommen werden kann. Bei Beginn 
der Reizung gehen die maximalen Zuckungen mit der bekannten Treppe 
in die Héhe und bleiben eine zeitlang auf dem maximalen Niveau: L. Periode. 
Dann beginnen die Zuckungen abzunehmen, ohne daB die Linie der Grund- 
spannung verandert ware: II. Periode. In einem gewissen Moment, bei 
schon recht kleinen Zuckungen beginnt die Basis zu steigen: hier beginnt 
die III. Periode, die der Starreentwicklung. Diese Starreentwicklung 
erfolgt, ob man in dieser Periode den Muskel reizt oder nicht, und es bauen 
sich, falls noch gereizt wird, auf der Linie der Starreverkiirzung noch 
abklingende Zuckungen auf, die schlieBlich ganz aufhéren, wenn die 
Starreverkiirzung schon fast ihr Maximum erreicht hat. In diesem 
Sinne werden wir von der [., II. und III. Periode der Zuckungen der mit 
Jodessigsiure vergifteten Muskeln sprechen. 


Orientierende Versuche. 


In welche Phase der Ermiidungskurve fallt die ,,groBe's Ammoniak- 
bildung? Da8 die Ammoniakbildung nicht der Zuckungsleistung pro- 
portional erfolgt, dariiber haben uns Versuche belehrt, in welchen die 
Muskeln 30 bis 150 Zuckungen ausfiihren, ohne daB der Ammoniakgehalt 
bedeutend angestiegen ware (Tabelle 1). 


Tabelle I. 


R. esculentae. 





| NH,-N-Gehalt N H,-N-Gehalt 


Muskel- ? nadiaahes . Jauer de nae Mocs ws 
Datem gewicht [4° ngereiten | Yah dor "Heiman yeneizten 
mg | mg-°/ j Sek. me4?/o 
13. IX. 330 1,6 30 60 2,1 
16. IX. 520 1,6 159 75 1,7 
18. IX. 760 1,2 60 30 1,2 
640 — 129 60 1,9 
ae 3 720 — 100 50 1,5 
im a 750 0,6 100 50 1,3 
8. X. 290 1,2 109 50 2,8 
4. X 1250 0.9 100 50 1,5 
a 1150 1,0 100 59 1,2 


1 Diese Zeitschr. 152, 5, 1924; 184. 404, 1927. 
2 Ebendaselbst 178, 418, 1928. 
3 Ebendaselbst 194, 308, 1928. 
4 Ebendaselbst 217, 168, 1930. 
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In ganz analogen Versuchen wurden die Muskeln nach Beendigung 
der Reizung sich selbst iiberlassen. Es zeigte sich, daB in der nachfolgenden 
Zeit ein bedeutender Zuwachs von Ammoniak erfolgte (Tabelle 11). 


Tabelle II. 


R. esculentae. 





Datum 


13. IX. 
13. IX. 
13. 1X. 
13. 1X. 
13. 1X. 
13. IX. 
13. IX. 
16. IX. 
16. IX. 
18. 1X. 
18. 1X. 


18. IX. 


Zeit vom Schiuf 


Muskel- , Dauer der Pat NH,-N- 
. Zahl der - der Reizung bis bic Be- 
gewicht Zuckungen Reizung zur Zerreibung Gehalt merkungen 
mg sek Min. ng- 
352 30 15 12 3.7 
400 30 15 23 4.5 
375 30 15 34 49 
335 39 15 43 69 
1720 50 25 2 1.7 
210 nO 97 99 ( \ 
1310 a aed — 1.9 | Symmetr. 
1330 50 25 37 37 | Muskeln 
430 15) 49 30) 4.1 | Symmet: 
440 150 75 BE 57 | Muskeln 
640 120 60 30 40 
890 120 60 55 6.5 
eine Std. nach | Symmetr 
. de orgehen Muskeln 
800 nicht gereizt lem vorgehend 1.9 | 


symm. Muskel 
verarbeitet 


Wir tiberzeugten uns dagegen. daB eine langere Serie von Zuckungen, 
die zur Unerregbarkeit fiihrte (270 Zuckungen). direkt die groBe Ammoniak- 


bildung 


verursachte (Tabelle IIT). 


Tabelle III, 


R. esculentae. 





Datum 


17. IX. 
17. IX. 
17. IX. 
17. 1X. 
17. IX. 
2. X. 
4. X. 





wich, aoe TharadeT Zatuemeaih UGS 
Zuckungen sar Zerreibung merkungen 

mg sek. mg-° 9 

435 - _ - 1.3 } Symmetr 

435 270 135 2 Sek. 64 | Muskelr 

529 270 135 12 Min. 52 =i) Symmet. 

510 270 135 a 5.4 | Muskeln 

40 270 135 60. 6.9 

489 270 135 4 Sek. 7,8 

880 270 135 a= 7.3 
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Diese Versuchsserien ergaben noch kein prazises Bild. Sie zeigen 
aber zweifellos, daB die groBe Ammoniakbildung ein Vorgang ist, welcher 
einer gréBeren Arbeitsleistung der mit Jodessigsiure vergifteten Muskeln 
nachfolgt, und der natiirlich unter Umstéanden in die Periode der Arbeits- 
leistung verflochten sein kann. Auch in dieser Versuchsserie wurde die 
Kreatinphosphorsiure bestimmt, und es zeigte sich, wie ja auch nach den 
Versuchen von Lundsgaard nicht anders zu erwarten war, daB in dem Zeit- 
punkt der Ermiidungskurve, in welcher die ,,groBe Ammoniakbildung“t noch 
nicht angesetzt hat, die Kreatinphosphorséiure bereits zum gréBten Teile 
zersetzt war. Ein Bild vom Verlauf der Ammoniakbildung und des Kreatin- 
phosphorséurezertalls gibt Tabelle TV und Abb. 1. 


Tabelle IV. 














R. esculentae. : 
Im ungereizten Muskel Im gereizten Muskel 
Muskel- Kreatin- Zahl der Dauer der Kreatin- t 
Datum gewicht NH ;-N _ phosphor- thedhenaen Reizung NH -N phosphor- 
sSiure shure 
mg mg-°/¢ mg-°/> P Sek. mg-° » mg-°', P ib 
a 
Rh: 
4.X 1250 0,9 5d 100 5) 1,5 26.5 +e 
4. X 1000 1,6 43 159 75 2.0 6 ie 
4. X. 1100 1,2 77 209 100 54 10 ‘uN 
, i - " akod ® 
4. X. 889 1,7 84 270 135 7,3 23 
Ae ¢ 1150 1,0 67 100 50 1.2 23.5 i 
> 3 1109 1,0 51 159 75 3,7 14,5 Wil 
7. X. 1000 1,3 73 2") 100 44 24 4 
9 9 4 
80 
2 . ’ 
7 7 
ae ‘} 
% 60 = 6 K 
x 50 85 1 
5 | 
es x ¥ 
s 303 4 
RS 20 2 ‘ 
70 74 + 
a 0 , 
50 100 750 200 250 Zuckungen 
Abb. 1. 
Ammoniakbildung und Kreatinphosphorsiureschwund in jodessigsaurevergifteten Muskeln . 
Ordinaten ; N H3-N-Gehalt und Kreatinphosphorsiéure-P in mg-° 9. Abszisse: Zahl der Zuckungen 
@——e@ Ammoniak - N -Gehalt. )--—-C Kreatinphosphorsiure - P-Gehalt 


Die Werte sind der Tabelle IV entnommen 


Versuche. 
Voéllige Klarheit brachten erst diejenigen Versuche, in’ welchen die 
Zuckungen aufgeschrieben wurden, und wo immer genau festzustellen war, 
welcher Phase der Ermiidung der chemische Zustand des Muskels entspricht. 
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Abb. 2. 


Ordinate: Ammoniak-N in mg-® 9. 
e—b: Reproduktion von a 
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C. Lutwak: 





Ammoniakbildung wihrend der Titigkeit in jodessigsiurevergifteten Muskeln. 


(Experimente 28 und 28 A, Tabelle V.) 


b, 





Als Abszisse: Aufzeichnung der Muskeltatigkeit. 
b. 


Cc; ad 
7 











Abb. 3. Ammoniakbildung in jodessigsiurevergifteten Muskeln als Folge der Starreentwicklung. 
(Experimente 30, 30A, 30B und 30C, Tabelle V.) 
Die Reizung wurde innerhalb der zweiten Periode unterbrochen und die Muskeln sich 
Der Moment der Verarbeitung ist mit Pfeil bezeichnet. 
a, b, ec und d: Ammoniak-N-Gehalt der ungereizten Muskeln. 
, ¢; und d;: Ammoniak-N-Gehalt der gereizten symmetrischen Muskeln. 


selbst iiberlassen. 








R. esculentae. 


V. 


Tabelle 
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LX. 


Ammoniakgehalt und Ammoniakbildung im Muskel usw. 
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Es muBte noch festgestellt werden, welche Rolle dem Zeitfaktor zukommt, 
der in den orientierenden Versuchen bei langen Zeiten nach der Reizung 
oder langen Intervallen zwischen den Reizungen tatsachlich eine Rolle zu 


Tabelle VII.) 
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(Registrierung zu den Expe 


Die Titigkeit wurde durch Ruheperiode unterbrochen, 





(Experimente 35, 35A und 35B, 
n Abbildungen ist der Kreatinphosphorsiure-P-Gehalt mit K ¢ 


-P-Gehalt der ungereizten Muskeln. 





(In de 





Kreatinphosphorsiureschwund wihrend der Tiatigkeit 


b, c Kreatinphosphorsiure 





Ammoniakbildung in jodessigsiurevergifteten Muskeln. 


spielen schien. Nachdem aus den oben zusammengestellten Versuchen 
hervorgeht, daB 80 bis 100 Zuckungen noch nicht zur groBen Ammoniak- 
bildung fiihren, wurde versucht, ob die Ausdehnung der genau genommenen 











VII. RR. eseulentae. 


Tabelle 
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Periode I, auch auf minutenlange Zeiten, innerhalb welcher die Summierung 
von Perioden I, If und III sicher zur ,,groBen*s Ammoniakbildung fiihrt, 
einen anderen Effekt hat als der Ablauf der Periode I in einer kiirzeren 
Zeit. Es zeigte sich, da®B dies nicht der Fall ist und daB die zeitlich aus- 
gedehnten Zuckungen der Periode I weder zur sofortigen Starre noch zur 
.groBen** Ammoniakbildung fiihren (Tabelle VIT). 

Eine andere Versuchsserie, welche zu ahnlichen Resultaten fiihrte, 
wurde an ruhenden Muskeln ausgefiihrt. In den mit Jodessigsaiure ver- 
gifteten Muskeln entwickelt sich, auch wenn sie nicht gereizt werden, nach 
einigen Stunden Starre und Ammoniak. Die Ammoniakbildung wurde 
in einer Versuchsreihe verfolgt, in welcher es darauf ankam, festzustellen, 
wann die ,,groBe‘s Ammoniakbildung ansetzt. Die Resultate dieser Ver- 
suchsreihe sind in der Tabelle VIII und Abb. 6 zusammengestellt. 


72 - 
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mg ToNt,-V 


~ NS &Y FH BAN &® & 
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723%567889 Stundennachlergtiung #4 


Abb. 6. 
Ammoniakbildung in nichtgereizten jodessigsiurevergifteten Muskeln bei 14°C. 
(Experimente 12 und 14, Tabelle VIL.) 


~ Pie unterbrochene Linie stellt die Ammoniakbildung in normalen Muskeln vor, 
die der Arbeit Parnas und Mozolowski, diese Zeitschr. 184, 429, 1927, entnommen ist 


Diskussion. 


Es geht aus den angefiihrten Versuchen und Zahlen hervor, dab 
der bei weitem gréBte Teil der Ammoniakbildung, die wir nach 100 
bis 200 Muskelzuckungen im mit Jodessigsiure vergifteten Muskel 
beobachten, nicht in jener Phase entsteht, in welcher der Muskel seine 
groBen Zuckungen ausfihrt, sondern in derjenigen, in welcher die Er- 
starrung vor sich geht; wahrend diejenige Periode, in welcher die Héhe 
der Zuckungen noch nicht abnimmt, den Ammoniakgehalt von 1 auf 
2 mg-°,, bringt, steigt in der Erstarrungsperiode der Ammoniakgehalt 
auf 6 bis 9 mg-°,. Die ,,zweite Periode* ist selbstverstandlich mangelhaft 
definiert, offenbar setzen in ihr schon die fiir die Periode II] charak- 
teristischen Vorgainge ein. Es ist auch nicht zu verkennen, daB die 
80 bis 100 Zuckungen in der ersten Periode den Ammoniakgehalt 
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deutlich héher steigern als dies z. B. in den Versuchen der Fall ist, 
welche Parnas, Lewinski, Umschweif und Jaworska' mitgeteilt haben: 
Die Autoren kommen dort zur Uberzeugung, daB die Ammoniakbildung 
nach 100 Zuckungen im normalen Muskel wohl im Zusammenhang 
mit laingeren Zuckungsreihen erschlossen werden kann, nicht aber 
durch direkte Versuche exakt nachzuweisen ist. Schliisse auf ein grund- 
satzlich verschiedenes Verhalten des mit Jodessigsiure vergifteten 
und des normalen Muskels in ,,100 Zuckungsversuchen* wiirden uns 
indessen voreilig erscheinen; die Frage bedarf einer experimentellen 
Priifung auf breiterer Basis?. 


Jedenfalls lassen sich die groBen Zunahmen des Ammoniakgehalts 
in den verhaltnismaBig kurzen Zuckungsreihen nicht als Summen von 
groBen Ammoniakbildungen auffassen, die den einzelnen Zuckungen ent- 
sprachen, sie sind den Zuckungen nach Zahl und GréBe nicht proportional. 
Sie erscheinen vielmehr als Folge von Verainderungen, die sich mit dem 
Ablauf der Zuckungsreihen summieren und erst dann, wenn sie einen 
bestimmten Grad erreicht haben, den Vorgang der Ammoniakbildung, 
wie den der Erstarrung in héherer Intensitat auslésen. Die Kurve der 
Ammoniakbildung als Funktion der Zuckungszahl oder der Zeit nach 
der Vergiftung des Muskels hat deutliche Ahnlichkeit mit der Ge- 
schwindigkeitskurve eines autokatalytischen Vorgangs (der natiirlich 
auch durch einen heterokatalytischen Vorgang nachgeahmt werden 
kann, wenn der Katalysator in einer parallelen Reaktion 
entsteht). 


Wir glauben, daB wir die Versuche, in welchen die erste Periode 
die geringsten Ammoniakbildungen zur Folge hatte, als die reinsten 
betrachten kénnen:; aus diesen Versuchen scheint uns hervorzugehen, 
daB es —- im Gegensatz zu Embden — nicht méglich ist, in der ,,groBen 
Ammoniakbildung des mit Jodessigsiure vergifteten Muskels den 
Nachweis einer der normalen Muskelzuckung entsprechenden, aber 
in digsem durch Riickbildung verdeckten Ammoniakbildung zu er- 
blicken. 


In bezug auf die Stellung der Ammoniakbildung in der Folge der 
chemischen Prozesse im Muskel ergibt sich folgendes: wie Chrzaszezewski 


1! Diese Zeitschr. 228, 397, 1930. 

2 In einer Untersuchung von Frl. C. Lutwak wurde festgestellt, dab 
die Zuckungen der ersten Periode (60 Zuckungen in 30 Sekunden) tat- 
sachlich den Ammoniakgehalt des Muskels deutlich erhéhen. Der Ruhe- 
wert betragt (Mittelwert aus zehn Versuchen) 0,63 + 0.19 mg-°,, NH,-N, 
der Mittelwert fiir die symmetrisch gereizten Muskeln 1,21 0,16 mg-°,. 
Der Quotient Differenz : Streuung der Differenz betragt 7.3, die Differenz 
ist als reell anzusehen (Nachtrag wiahrend der Korrektur). 


20 * 
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und Mozolowski! schon friiher am mit Fluorion vergifteten Muskel 
gezeigt haben, ist die Ammoniakbildung von der Milchséiurebildung 
dissoziierbar; daB die Ammoniakbildung im mit Jodessigséure ver- 
gifteten Muskel erhalten bleibt, waihrend die Milchséurebildung aus- 
bleibt, kann natirlich nicht zu dem SchluB fiihren, daB die Ammoniak- 
bildung etwa fiir den Vorgang der Muskelzuckung wesentlicher ist 
als die Milchséurebildung. Als der mit der Muskelzuckung am wesent- 
lichsten zusammenhangende Vorgang — im Bereich seiner klein- 
molekularen Bestandteile —- erscheint nach den Arbeiten EF. Lunds- 
gaards* die Spaltung der Kreatinphosphorsaure, welche fiir die Energie 
der Muskelzuckung aufzukommen scheint. Uber die Steilung der 
Ammoniakbildung zu diesem Vorgang und dem der Milchsaurebildung 
kann nur so viel ausgesagt werden, daB die Ammoniakbildung der 
Milchséure nicht nachfolgt, sondern im Getriebe des chemischen Ge- 
schehens von ihr nicht direkt abhangig ist. Nach wie vor kommt die 
Ammoniakbildung als Energiespender nicht in Betracht. 


Die groBe Ammoniakbildung setzt im Moment an, in welchem die 
Kreatinphosphorséure nahezu erschépft ist und die Starre sich zu 
entwickeln beginnt. Uber den Zusammenhang der beiden letzteren 
Vorgange laBt sich zunachst nicht sagen, ob beide Vorgange von einem 
gemeinsamen Bedingungsfaktor abhingen; ob die Ammoniakbildung 
Folge der Erstarrung oder Erstarrung Folge der Ammoniakbildung 
ist. Die groBe Ammoniakbildung hangt hier mit der Erstarrung nicht 
anders zusammen, als in den verschiedenen durch chemische Vorgange 
bewirkten Starren: ebensowenig wie bei Chloroform- oder Coffeinstarre 
kann bei dieser endogen bedingten Erstarrung behauptet werden, 
daB die Ammoniakbildung das Erste sei, die Erstarrung das Darauf- 
folgende. Die Analogie mit der traumatischen Ammoniakbildung 
springt andererseits in die Augen: weitgehende Schadigung der Struktur 
hat zur Folge, daB die strukturell und durch strukturerhaltende Stoff- 
wechselvorginge bedingten Ungleichgewichte in dem Muskelgewebe 
nicht mehr haltbar sind. Im normalen Muskel entsteht dann Milchsaure, 
Kreatin, Phosphorséure, Ammoniak und Inosinsaure, im mit Jodessig- 
siure vergifteten bleibt die Milchséurebildung aus. 


Als dasjenige strukturerhaltende System, welches auch im mit 
Jodessigsdure vergifteten Muskel wirkt, erscheint nach unseren, ebenso 
wie nach Lundsgaards Versuchen, die Kreatinphosphorsiure. Wenn 
ihre Zersetzung nicht riickgingig werden kann, dann erfolgt nach Er- 
schépfung ihres Vorrats der strukturelle Zusammenbruch des Muskels, 


1 Diese Zeitschr. 194, 240, 1928. 
2 Ebendaselbst 227, 51, 1930. 
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und eine Folge dieses strukturellen Zusammenbruchs ist auch die 
Ammoniakbildung. 

Wir danken Herrn Prof. Parnas sowohl fiir seinen Rat und Hilfe bei 
der Anordnung der Versuche, wie auch bei der kritischen Verarbeitung 


der Ergebnisse. 


Zusammenfassung. 


Es wird der zeitliche Verlauf der Ammoniakbildung wahrend 
der Tatigkeit jodessigsiurevergifteter Muskeln untersucht und gezeigt, 
daB der Hauptanteil dieser Ammoniakbildung nicht mit der Tatigkeit 
des Muskels zusammenfallt, sondern der Ermiidung, Erschépfung der 
Kreatinphosphorséure und Entwicklung der Starre folgt. 





Uber eine Proteiditherschwefelsiure aus der Milz. 


Von 


Alfred Ebel. 
(Aus dem Laboratorium der Ludwig Spieglerstiftung in Wien.) 


(Eingegangen am 30. November 1930.) 


Seit zwei Jahren beschaftigen wir uns im hiesigen Institut damit, 
aus einer Reihe von Organen und zwar aus dem Hypophysenvorder- 
lappen (1), aus der Leber (2) und aus der Magenschleimhaut (3) (4) 
Substanzen zu isolieren, deren gemeinsame Merkmale darin bestehen, 
daB sie von EiweiBkérpern abstammen und nach ihrer Reindarstellung 
beim Kochen mit verdiinnter Salzsiure Schwefelsiure abspalten. 
Wir haben fiir diese Substanzen den Namen Proteidatherschwefel- 
siuren vorgeschlagen und in den angefiihrten Veréffentlichungen 
die Namensgebung begriindet. Im Laufe dieser Versuche bezogen wir 
auch die Milz in unser Arbeitsgebiet ein und konnten aus diesem Organ 
eine Proteidatherschwefelsdure isolieren, tiber deren Darstellung und 
Eigenschaften wir nachstehend berichten. 

1 kg frischer Rindermilz wurde zerkleinert, mit 1 Liter destillierten 
Wassers iibergossen und unter Zusatz von 40 ccm n Essigséure auf 
70°C erhitzt. Nach dem Erkalten wurde das Gerinnsel abfiltriert, 
das Filtrat mit 200 ccm 20°,iger essigsaurer Bleilésung gefallt. Der 
massige Bleiniederschlag lieB sich zunachst weder durch Filtration 
noch durch Schleudern von der Lésung trennen; erst nach Alkali- 
sierung mit Ammoniak erhielten wir ein blankes Filtrat. Die klare 
Lésung wurde mit Schwefelammonium entbleit, vom Schwefelblei 
filtriert, das entbleite Filtrat im Vakuum sehr stark eingeengt. Nach 
Filtration vom ausgeschiedenen Schwefel erfolgte auf Zusatz des 
doppelten Volumen Alkohols zum Konzentrat keine Fallung oder 
Triibung. 

Das Konzentrat wurde gegen destilliertes Wasser unter haufigem 
Wechsel der AuBenfliissigkeit 48 Stunden lang dialysiert, der adialysable 
Anteil, der sich ein wenig getriibt hatte, filtriert und im Vakuum auf 
ein Minimum konzentriert. Hierbei kam es zu geringfiigigen Ab- 
scheidungen in der eingeengten Lésung, welche abfiltriert wurden. 
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Im blanken Konzentrat erhielten wir mit dem zehnfachen Volumen 
Alkohol eine dichte Fallung, die sich im Eisschrank zu Boden senkte, 
auf ein hartes Filter gesaugt, mit viel Alkohol gewaschen und ge- 
trocknet wurde. Das trockene Pulver wurde in wenigen Tropfen 
destillierten Wassers aufgelést und neuerlich mit dem zehnfachen 
Volumen absoluten Alkohols gefallt. Auch diesen Niederschlag brachten 
wir im Eisschrank zur Abscheidung, saugten ihn wiederum auf ein 
hartes Filter und wuschen ihn auf der Nutsche mit absolutem Alkohol 
und Ather. Nach diesem Reinigungsvorgang hatten wir ein schnee- 
weibes Pulver vor uns, das wir im Exsikkator voéllig trockneten, bevor 
wir die nachstehenden Reaktionen anstellten: 

Die Substanz ist in Wasser glatt und spielend leicht léslich; die 
Lésung reagiert sauer gegen Lackmus, gibt eine schéne Biuretreaktion, 
aber keine Xanthoproteinreaktion. Millonsches Reagens gibt eine 
Fallung, aber keine Millonsche Reaktion. Demnach enthalt die Sub- 
stanz keine Tyrosin- und keine Phenylalaningruppe, wohl aber spuren- 
weise Tryptophan, da die Tryptophanreaktion nach Hopkins mit 
Glyoxylsdure und Schwefelsiure schwach positiv ist. Die Molisch- 
Reaktion auf Kohlenhydrate ist positiv; bleischwarzender Schwefel 
ist nicht nachweisbar, mit Pikrinséure erfolgt eine Fallung, ebenso 
mit Jod. Mit Glaubersalzlésung und verdiinnter Essigsiure erfolgt 
beim Kochen keine Fallung oder Triibung, ebensowenig auf Zusatz 
von verdiinnter Essigsiure und Kaliumferrocyanid. Durch Ganz- ; 
sittigung mit Ammonsulfat laBt sich die Substanz aus der wasserigen 
Lésung aussalzen. 

Die Schwefelbestimmung der Substanz, welche ja keinen blei- 
schwarzenden Schwefel enthalt, ergab: 





Substanz BasSO, Schwefel 
® mg 8 mg oi 
3,874 0,51 1,81 
4,891 0,57 1,60 


Bei der Hydrolyse mit 10°, iger Salzsiure beobachtet man auf 
Zusatz von Chlorbarium nach einiger Zeit einen Niederschlag von 
schwefelsaurem Barium. 

Nach einstiindiger Hydrolyse der Substanz mit 10° ,iger Salzsiure 
bei 100°C ergab die Bestimmung der Schwefelsaure : 





Substanz BasO, Schwefel 


mg mg %o 
2,519 0,335 1,82 
3,990 0,47 1.62 
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Die nach diesem Verfahren gereinigte Substanz war trotz lang- 
andauernder Dialyse —- wie wir gefunden haben — aschehaltig. Daher 
war es naheliegend, zu untersuchen, ob nicht die nach der Hydrolyse 
gefundene Schwefelsiure etwa in Form eines anorganischen Sulfats 
vorhanden war. Zu diesem Zweck untersuchten wir die Lésung der 
Substanz mit verdiinnter Salzsiure und Chlorbarium, aber selbst 
nach langem Stehen war keine Abscheidung von Bariumsulfat zu 
bemerken. 

Es ist natiirlich bei dem Verfahren, das wir zur Aufsuchung dieser 
Proteidaétherschwefelsiure aus der Milz verwendeten, nicht zu sagen, 
ob wir es mit einer einheitlichen Verbindung zu tun haben oder nicht, 
wie es ja tiberhaupt bei Proteinen sehr schwer ist, von absoluter Reinheit 
zu sprechen, selbst wenn sie auch kristallisiert zu erhalten sind. Bei 
den letztdargestellten Proteidatherschwefelsiuren aus der Magen- 
schleimhaut und der Milz ist das eigentiimliche Verhalten zu kon- 
statieren, da diese Verbindungen den gesamten Schwefel im Molekiil 
in Form von Schwefelsiure enthalten und keine andere Form des 
Schwefels in ihnen vorkommt; Cystinschwefel ist auch in Spuren 
nicht nachweisbar, so daB eine Verunreinigung mit nativen EiweiB- 
kérpern, wie Globulinen, Albuminen usw. ausgeschlossen erscheint. 

Von groBem Interesse muB die Frage sein, welche physiologische 
Rolle diese Proteidatherschwefelséuren, die nur einen kleinen Bruchteil 
des Gewebeeiweibes ausmachen, spielen. Wahrend die Chrondrojtin- 
schwefelsiure und die anderen Kohlenhydratschwefelsiuren am Aufbau 
der Geriistsubstanzen beteiligt sind, scheint dies bei den Proteidather- 
schwefelsiuren nicht der Fall zu sein, und es wird notwendig sein, 
das Augenmerk bei biologischen Reaktionen auf diese neue Gruppe 
von Verbindungen zu lenken. Wir sind mit Untersuchungen dieser 
Art beschaftigt. 


Literatur. 
1) Sigmund Frankel u. Gabriele Monasterio, diese Zeitscnr. 211, 259. 
1929. — 2) Dieselben, ebendaselbst 211, 264, 1929. 3) Hermann Mathis, 


ebendaselbst 220, 493, 1930. 4) Derselbe, ebendaselbst 229, 263, 1930. 
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Uber das Vorkommen eines Dioxyphenylderivates und eines 
spezifischen Fermentes im Apfel und anderen Fruchtarten. 


Von 
Karl Spitzer. 


(Aus dem Schweizerischen Forschungsinstitut fiir Hochgebirgsklima und 
Tuberkulose in Davos.) 


(Eingegangen am 2. Dezember 1930.) 
Mit 2 Abbildungen im Text 


Allgemeiner Teil. 


Anfanglich beschaftigt mit der Melaninbildungsfrage im  Tier- 
kérper, dem Entstehen der Dopa (= Dioxyphenylalanin) aus Tyrosin, 
wie Raper und Wormall' es gelungen war, der Wirksamkeit der 
Hoéhenstrahlung und ihres Ultraviolettanteils auf die Veranderung von 
Tyrosin und Dopa, stieB ich auf Vorgainge im Pflanzenkérper, die 
zweifellos in den Rahmen der allgemeinen Melaninbildung gehéren. 
Zuerst hatte Guggenheim? aus der Vicia faba eine neue Aminosdure 
isoliert und deren Konstitution als Dioxyphenylalanin bestimmt, 
ohne aber das Pigmentproblem besonders zu_ beriicksichtigen oder die 
Dopa als das Chromogen anzusehen. 


Erst Hans Przibram® hatte 1922 im  tierischen Objekt, nimlich in 
den Kokons von Saturnia pavonia die Dopa als Chromogen der Ausfarbung 
dieser Kokons angesprocheh. Einige Jahte spiter wurde durch die Arbuiten 
von Schmalfuss und Miiller* und Przibram und Schmalfuss® (nach Versuchen 
von H. P. Miller und K. Spitzer) diese Ansicht vollauf bestatigt, indem 
sowohl aus den Fliigeln der Maikafer als auch aus den Kokons der Saturniden 
das Dioxyphenylalanin isoliert werden konnte. Tyrosinase (aus pflanzlichen 
und tierischen Objekten wie Hallimasch oder Lymphe des Mehlwurms) 
wirkt auf Dopa und Tyrosin in gleicher Weise ein; Dopa ist nur weitaus 
empfindlicher gegeniiber Spuren von Alkali und dunkelt leicht spontan. 
ohne Fermentzusatz, wobei die Wasserstoffionenkonzentration den wesent- 
lichsten EinfluB hat*, ferner Temperatur und Sauerstoffzufuhr beteiligt 


! Raper u. Wormall, Biochem. Journ. 20, Nr. 4, 1926. 
2 Zeitschr. f. physiol. Chem. SS, 276, 1913. 
3’ Diese Zeitschr. 127, 286, 1922. 


4 Ebendaselbst 183, 362, 1927. 
5 Ebendaselbst 187, 467, 1927. 
® Ebendaselbst 184, 10, 1927. 
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sind. Bruno Bloch nimmt fiir die Pigmentbildung in der Haut ein eigenes, 
spezifisches Ferment, die ,,Dopase“‘ an, ohne in den tierischen Geweben 
das Chormogen, die Dopa, nachgewiesen zu haben. Die besondere Emp- 
findlichkeit der Dopa, die erwahnte Spontandunklung, bei Anwesenheit 
von Spuren Alkali, laBt er auBer acht. Dies als kurzen AbriB der Ent- 
wicklung der Dopafrage. 


Das Chromogen im Apfel. 


Aufgeschnittene Apfel (und andere Friichte, wie Birnen usw.) 
dunkeln bekanntlich ziemlich rasch an der Schnittflache, sie ver- 
farben sich braun. Nun zeigt es sich, daB einige Tropfen einer 3- bis 
5°, igen Eisenchloridlésung auf die Schnittflache gebracht, eine sofortige 
Griinfirbung bewirken, die nach Zusatz von Natriumcarbonat in ein 
dunkles Rotviolett umschligt. Die Anwesenheit eines Orthodioxy- 
phenylderivats ist durch diese tiberaus typische Reaktion erwiesen. 
Wird der Apfel zerkleinert und zerdriickt, darauf in kochendem Wasser 
extrahiert, so ergibt der filtrierte Extrakt eine stark positive Reaktion 
mit Eisenchlorid und Soda. Ebenso ist das Chromogen mit Methyl- 
alkohol extrahierbar. Der Extrakt selbst reagiert ziemlich stark sauer, 
es verbrauchen durchschnittlich 10 cem Extrakt 4cem n/10 NaOH 
bis zur Rotfarbung mit Phenolphthalein (dabei wurden 100 g Apfel 
mit 200cem Wasser extrahiert). Wird zum neutralisierten Extrakt 
etwas Lymphferment vom Mehlwurm hinzugefiigt, so verfarbt er sich 
nach wenigen Stunden dunkelrot; der bloB neutralisierte Extrakt 
bleibt farblos. Hiermit war weiter im Extrakt ein Dioxyphenylderivat 
festgestellt, das durch Tyrosinase in typischer Weise verandert wird. 
Der wasserige Apfelextrakt wird durch Zugabe von wenig Natrium- 
carbonat zuerst gelb gefirbt, bald beginnt sich eine obere rotbraune 
Schicht zu bilden, die allmahlich entsprechend dem Eindringen des 
Sauerstoffs von oben nach unten vordringt, bis schlieBlich die ganze 
Lésung rotbraun gefairbt ist. Guggenheim! gibt diese Reaktion als 
charakteristisch fiir Dioxyphenylalanin an. Die kolorimetrische Mengen- 
bestimmung, modifiziert nach Fiirth und Lieben? sowie Schmalfuss, 
Spitzer und Brandes*, ergab einen Wert von 0,1 °,, Dioxyphenylalanin, 
bezogen auf das Apfelrohgewicht. 


Das Ferment im Apfel. 


Wird der Saft des gut im Morser zerkleinerten Apfels durch Gaze 
durchgepreBt, so erhalt man eine triibe Fliissigkeit, die beim langeren 
Stehen an der Luft braun wird. Der rohe Saft reagiert stark sauer, 


1 le. 
2 Diese Zeitschr. 184, 464, 1927. 
3 Ebendaselbst 189. 226, 1927. 
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1 cem verbraucht durchschnittlich O.6cem n/1l0 NaOH. Werden 
0,5 bis 1 cem des gerade neutralisierten oder nicht neutralisierten Saftes 
(aus Apfeln oder Birnen; letztere eignen sich besser, weil die Spontan- 
dunklung langsamer erfolgt) zu Dopalésungen (m 500) zugesetzt, so 
werden diese nach 10 bis 30 Minuten rosa und sind gewéhnlich schon 
nach | Stunde tiefrot gefairbt. Hervorzuheben ist, daB die Reaktion 
ebenso glatt vonstatten geht, wenn der Rohsaft ohne Neutralization 
zugesetzt wird, also in saurer Loésung: wurde der Saft wenige Minuten 
zum Sieden erhitzt, so blieb in allen Fallen die Wirkung aus. Das 
Ferment war zerstért. (Vgl. SchluBtabelle.) Es lag auf der Hand, die 
Wirkung des Ferments auf Tyrosin zu priifen, wobei sich zeigte, dab 
dieses gar nicht verdndert wird, weder in saurer, noch in alkalischer, 





Abb. 1. Abb. 2 

1 Minute gekochte Birnenscheibe 
ebenso behandelt. 

Die Aufnahme gibt die Wirkung 

nach 12stiind. Einwirkung wieder. 


Rohe Birnenscheibe in 20 eem 
Dopa (m/500). 


noch in neutraler Lésung; ebensowenig konnte das Ferment in seiner 
Wirkung auf Tyrosin durch Wasserstoffsuperoxyd oder Eisensulfat 
aktiviert werden. Wurde der Rohsaft zentrifugiert, so verminderte 
sich die Wirkung des zentrifugierten Saftes gegeniiber seiner urspriing- 
lichen. Hingegen ist der mit Wasser aufgenommene Rickstand starker 
wirksam als der Rohsaft: das Ferment liegt offenbar in den Gewebs- 
zellen. Am allersch6nsten kann dies durch folgenden einfachen 
Versuch gezeigt werden, von welchem wir eine Photographie wieder- 
geben. Eine Birnenscheibe (Nr.1) wurde in 20cem Dopalésung 
(m 500) eingelegt: eine zweite Birnenscheibe (Nr.2) wurde zuerst 
1 Minute in kochendes Wasser getaucht und dann in 20 cem Dopa- 
lésung gelegt. In wenigen Minuten ist bei Versuch | die Lésung rot, 
die Scheibe braun verfarbt: nach einigen Stunden und nach | Tag ist 
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bei Versuch 1 die Scheibe dunkelbraun und schwarz pigmentiert, die 
Lésung dunkelbraunrot. In Versuch 2 ist die Scheibe vollkommen 
unverindert, die Lésung farblos. Durch diese hervorragend starke 
Wirkung erscheint der Fermenthauptsitz im Pflanzengewebe erwiesen. 
Das Ferment ist thermolabil; eine Alkaliwirkung auf Dopa kommt 
hier nicht in Frage, weil der Fermentsaft sauer reagiert und so voll 
wirksam ist. 

Im Bananenextrakt konnte das Dioxyphenylderivat gleichfalls fest- 
gestellt werden. 

Im Interesse des ungestérten Fortganges der Arbeit. die aus technischen 
Griinden jetzt abgebrochen wird, bitte ich, die weitere Untersuchung mir 
iiberlassen zu wollen. 

Herrn Prof. A. Loewy méchte ich meinen besonderen Dank fiir seine 
Ratschlage aussprechen, dem Schweizerischen Forschungsinstitut meine 
Dankbarkeit fiir die materielle Unterstiitzung. 


Zusammenfassung. 


1. In Apfeln, Birnen und anderen Friichten wird die Anwesenheit 
eines Orthodioxyphenylderivats festgestellt: seine Identitat mit Dopa 
ist durch seine Reaktionen (wie Veranderung durch Tyrosinase) héchst- 


wahrscheinlich gemacht. 

2. In Apfel und Birne ist ein Ferment vorhanden, das in spezifischer 
Weise auf Dopa reagiert. 

3. Das Ferment hat keine Wirkung auf Tyrosin. 

4. Das Ferment sitzt in den Gewebsteilen. 

5. Durch die Feststellung eines Chromogens und des Ferments 
kann die braune Verfarbung des Apfelgewebes erklart werden. 








Ein neues Titrierkolorimeter. 


Von 
K. Mayer. 


(Aus dem Institut fiir chemisch-technische Analyse der brautechnischen 
Abteilung Weihenstephan, der Technischen Hochschule Miinchen.) 


(Eingegangen am 3. Dezember 1930.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Im Verlauf einer analytischen Arbeit, die sich mit der Aufgabe 
befaBte, den Gehalt saurer Bestandteile in stark gefarbten Pflanzen- 
extrakten nach dem Walpoleschen Prinzip titrimetrisch zu bestimmen, 
ergab sich fiir uns die Notwendigkeit, eine zweckmabige Apparatur 
zu konstruieren. Die bisher gebrauchlichen Titrieranordnungen schieden 
bei unseren Versuchen aus, da sich mit ihnen der fiir die Bestimmungen 
erwiinschte Grad von Genauigkeit nicht erzielen lie}. Der in neben- 
stehender Abbildung wiedergegebene Apparat gewahrleistet ein genaues, 
gleichmaBiges und rasches Arbeiten und vereinfacht die oft zeitraubende 
und umstandliche Methodik bei Serienanalysen. 

Die Konstruktion des Apparats ist kurz folgende: 

Auf dem Gestell befindet sich ein Metallkasten, der jeweils zwei 
Kiivetten, nebeneinander und hintereinander angeordnet, aufnehmen 
kann. Die Mabe des Kastens sind so getroffen, daB einmal Kiivetten 
von 40 cem Inhalt, das andere Mal solche von 100 cem Inhalt ver- 
wendet werden kénnen. Eine Zusatzanordnung erlaubt die Benutzung 
von Reagenzglaisern als Vergleichsgefibe. Auf der Vorderseite des 
Kastens ist in einem Metallgehause ein Prismensystem untergebracht, 
das die beiden Gesichtsfelder zur unmittelbaren Beobachtung neben- 
einander bringt. Die Lupe gestattet ein scharfes und genaues Ver- 
gleichen. Die Schlitzéffnungen im Kasten sind so tief versetzt, daB 
auch geringe Mengen Untersuchungsfliissigkeit der Bestimmung zu- 
ginglich gemacht werden. Auf der Metallstange befindet sich ein dreh- 
bares Achsenkreuz, an welchem vier Biiretten befestigt werden kénnen. 
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Eine Drehung des Achsenkreuzes um 180° erlaubt die Verwendung des 
einen oder anderen Biirettenpaares. Durch einen an der Metallstange 
angebrachten Anschlag wird die Stellung der Biiretten fixiert. 





Futenshliget 


Abb. 1. 


Wir haben im Verlauf unserer Arbeiten die Verwendungsfahigkeit 
des Apparats dadurch erhéht, daB wir dazu tibergegangen sind, anstatt 
Standardvergleichslésungen lichtbestandige Farbfilter zu verwenden. 
Diese sind derart gefertigt, daB sie im Farbton und in der Farbtiefe 
der jeweiligen Standardvergleichslésung entsprechen. Sie werden 
in einer Offnung zwischen Prismensystem und Metallkasten, also vor 
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die Schlitzéffnungen im Kasten, eingeschoben. Der Vorteil dieser 
Anordnung ist klar: die Méglichkeit, Farbblattchen fiir alle Arten 
von Indikatoren anzufertigen, erschlieBen dem Kolorimeter ein groBes 
Anwendungsgebiet. 

Der Apparat hat sich bei allen Titrationen, denen das Komperator- 
prinzip zugrunde liegt, sehr gut bewahrt, insbesondere bei Saure- 
bestimmungen in gefairbten — Fliissigkeiten, Formolstickstoff- 
bestimmungen, kolorimetrischen px-Messungen, Bestimmungen der 
Pufferung in Lésungen, titrimetrischen Bestimmungen des Molekular- 
gewichts organischer Verbindungen in stark gefarbten Lésungen. 


Hersteller des Titrierkolorimeters ist die Firma F. und M. Lauten- 
schlager, Miinchen, LindwurmstraBe. 














Studien iiber Phosphatase. 


I. Mitteilung: 


% . * . . . 
Uber die Nierenphosphatase der verschiedenen Laboratoriumstiere. 





Von 
Masaki Umeno. 


(Aus der If. Medizinischen Klinik der Medizinischen Akademie 
zu Osaka, Japan.) 


(Ringegangen am 4. Dezember 1930.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Neuberg und Karczag' fanden zuerst in Saccharomyceten ein Enzym, 
das die Glycerinphosphorsiure in ihre Komponenten zu spalten vermag, 
und nannten es Glycerophosphatase. Grosser und Husler® sowie Plimmer® 
haben spater Glycerophosphatase in der Niere verschiedener Tierarten 
nachgewiesen. Nach Tomita* ist die Phosphatasewirkung der Nieren 
gegeniiber Rohrzuckerphosphorsadure starker als die der anderen Organe ; j 4 
Forrai®> fand an Organen menschlicher Leichen, da®B Glycerinphosphor- 
siure am stairksten durch Darmschleimhaut und etwas schwacher durch 
Nieren gespalten wird, und Demuth® konnte auch eine Hexosephosphatase 
von ziemlich hoher Aktivitét in Nieren von Kinderleichen nachweisen. 

Neuberg und Wagner’, sowie Neuberg, Wagner und Jacobsohn® haben 
gezeigt, daB fast alle aliphatischen und aromatischen, primaéren und sekun- 
dairen Phosphorséureester vom niedrigsten Glied bis zu den héchsten 
Gliedern enzymatisch gespalten werden. Auch die Ester der Pyrophosphor- 
siure verhalten sich ebenso, und 7. Kitasato® hat gefunden, da® selbst ' 
Metaphosphorséture zu Orthophosphat enzymatisch hydrolysiert werden 
kann. Alle diese Versuche sind sowohl mit Phosphatase animalischer als 
vegetabilischer Herkunft ausgefiihrt. Ferner hat sich bei der desmolytischen 
Methylglyoxalbildung gezeigt, daB Fructose-di-phosphorsaure-ester durch 


Neuberg u. Karczag, diese Zeitschr. 36, 60, 1911. 
Grosser u. Husler, ebendaselbst 89, 1, 1912. 


tw 


3 Plimmer, Biochem. Journ. 7, 43, 1913. 

4 Tomita, diese Zeitschr. 131, 161, 1922. 

5 Forrai, ebendaselbst 142, 282, 1923. 

6 Demuth, ebendaselbst 159, 415, 1925. 

7 Neuberg u. Wagner, ebendaselbst 171, 485, 1926. 
s 


Neuberg, Wagner u. Jacohsohn, ebendaselbst ISS, 227, 1927; 199, 
498, 1928. 
® Kitasato, ebendaselbst 197, 257, 1928; 201, 206, 1928. 











318 M. Umeno: 


die in Tieren, Pflanzen und Mikroben enthaltene Phosphatase abgebaut 
wird (Newberg, Kobel u. a.). 

Twatsuru' hat im Neubergschen Institut gezeigt, da monopheny!- 
und monoathylphosphorsaure Salze glatt und weitgehend ungefahr zu 
55 bis 98°, durch Nierenphosphatase in ihre Komponenten gespalten 
werden; nach Asakawa? sind auch $- und «-Glycerinphosphorséure, Aceton- 
glycero-, Glykol-, Propyl-, Isopropyl-, Phenathyl-, Benzyl-, Phenyl-, 
Kresyl-, Diphenyl-, Di-o-Kresyl-, Di-Glycero-, Diathylphosphorsaure fiir 
Nierenphosphatase angreifbar. Erdtman® beschaftigte sich mit der Kinetik 
der Phosphatase sowie mit deren Aktivator und py-Optimum. Nach Kay 
1aBt sich die Aktivitat der Nierenglycerophosphatasen des Menschen und 
verschiedener Versuchstiere in der folgenden Reihenfolge anordnen: Katze 
(14,4) > Sehwein > Kaninchen (11,4) > Meerschweinchen (7,9) > Mensch 
(4,8). Kay® hat ferner an der Schweineniere untersucht, ob die Phosphatase 
gleichmaBig in den einzelnen Teilen der Niere, wie Rinde und Mark, verteilt 
ist, und fand, daB sie sich in der &auBeren und inneren Rinde viel starker 
als im Mark vorfand. 

Seit August letzten Jahres habe ich mich unter Leitung von Prof. 
Kozawa mit der Phosphatase von verschiedenen Versuchstieren be- 
schaftigt und untersucht, ob sich) irgendeine Verschiedenheit in der 
Aktivitaét bzw. eine Tierspezifitat zeigt. 


Methodisches. 


Die frische Niere wurde sofort nach dem durch Luftembolie herbei- 
gefiihrten Tode entnommen, im Morser gemahlen, auf eine Glasplatte 
diinn aufgebracht und unter AbschluB des Tageslichtes getrocknet und 
pulverisiert. Aus dem Pulver, das seine Wirkung gewohnlich eine Woche 
lang behalt, wurde mit 0,89 °,iger Kochsalzlésung eine 2,5 °,ige Emulsion 
dargestellt; nach Zusatz von 1°, Toluol wurde die Mischung 24 Stunden 
lang in der Eiskammer aufbewahrt, dann zentrifugiert und durch ein aschen- 
freies Filter filtriert. Als Substrat diente glycerinphosphorsaures Natrium 
(Merck) (C,,H,(OH),0 PO,Na, . 3 H,O), dessen Phosphorgehalt zu 11,42 ”,, P 
gefunden wurde, wahrend er sich zu 11,48°, P berechnet. 

Die Versuchsanordnung war die folgende. 


Hauptrersuch. 


A. Nieremextrakt. ......56++++4+. »« 40,0 com 
Glycerinphosphorsaures Natrium ...... O4g 
SO a ee ee 


Kontrollversuch. 


a 4 >) 
Glycerinphosphorsaures Natrium .... .. 04g 
MR x? GG Ss 4S Cet er st ee se ew a: Ee 

C. NWierenextrakt. ......+2+++22. » 40,0 com 
a a ee a 


1 Twatsuru, diese Zeitschr. 173, 348. 1926. 

2 Asakawa, Journ. of Biochem. 11, 143, 1929. 
Erdtman, Zeitschr. f. physiol. Chem. 172, 182, 1927. 
Kay, Biochem. Journ. 22, 855, 1928. 

Derselbe, ebendaselbst 20, 791, 1926. 
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Die Anséitze wurden samtlich bei einer Temperatur von 37°C im 
Wasserthermostaten aufbewahrt. Fiir jede Bestimmung wurden 5 cem 
der Versuchslésung entnommen, mit 5cem Wasser verdiinnt und durch 
ein aschenfreies Filter filtriert; von dem Filtrat wurden 8 cem mit 5 cem 
Ammoniak-Magnesiamischung versetzt, 24 Stunden lang bei Zimmer 
temperatur stehengelassen, der Niederschlag abfiltriert, ausgewaschen 
im Trockenschrank getrocknet, im Platintiegel gegliiht und als Mg,P,O, 
gewogen. In jedem einzelnen Falle wurde von dem aus dem Hauptversuch 
gewonnenen Wert der der Kontrolle abgezogen. Der so erhaltene Wert 
stellt den durch Spaltung frei gewordenen anorganischen Phosphor dar. 
Wahrend der ganzen Versuche konnte im Substrat keine Spur von an- 
organischem Phosphor nachgewiesen werden. 


Versuchsergebnisse. 








Huhn. 
Versuch Tage: 1 2 3 5 
ae Mg, P.O; in g 0,0130 0,0156 0,0157 0,0154 
| Spaltung in % 78,8 94.5 95,1 93.3 
° Mg. P,0; in g 0.0132 0,0160 0,0161 0,0158 
4 Spaltung in °% 80,0 97,0 97,6 95,8 : 
3 | MgyP,0; ing —_0,0127 0,0152 0,0150 0,0153 
| Spaltung in % 77,0 92,1 90,9 92,7 
Katze. 
Versuch Tage: 1 2 3 4 6 s iff 


1 { Mg,'P,0; in g 00,0102  0,01380) 00,0144 0.9149 0.0150 —-0,0150 








! Spaltung in% 61,8 78,8 87,3 905 99.9 90,9 
9 | MgyP,0; in g 00104 0.0127 0,0149 0.0151 0.0150 60,0149 
“| Spaltung in % 63,0 77,0 90,3 91,5 90,9 99,3 
3 | Mg, P,07 in g 09,0090 = 0.0125 0.0148 60,0148 0,0150 
“| Spaltung in ®%, 54,5 75,8 89,7 89,7 90,9 
Hund. 
Versuch Tage : 1 2 3 4 6 8 
a Mg, P,0; in g 9.0076 O,0117 90,0150 00,0152 0.0154 
|| Spaltung in % 46,1 70,9 99.9 92,1 93,3 
I / 
9 || MgyP 20, in g 0.0981 0.0128 00,0152. 0,0150 = 0,0149 
“|. Spaltung in% 49,1 77,6 92,1 90,9 90,3 
3 {| Mg, P,0; in g 0.0085 0.0119 00,0135 0.0149 0,0151 0,0152 
“ |) Spaltung in®, 51,5 72,1 81,8 90,3 91,5 92.1 
P g 
Rind. 
Versuch Tage: 1 2 4 6 8 10 
1 { MgsP,0; in g 0.0072) 0.0098 0.0129 0.9147) 0,0155 0,0 
| Spaltung in% 43,6 59,4 | 78,2 89,1 93,9 93,9 
21* 
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Versuch Tage: 1 3 5 7 9 11 
9 | Mg,P,0; in g | 90,0078 0,0120 0,0139 0,0148, 0,0150; 0,0149 

| Spaltung in % || 47,3 72,7 84,2 89,7 90.9 90,3 

Bufo vulgaris. 

Versuch Tage: 1 2 4 6 7 i) 
1 | MggP:0; in g 0,007 0.0125 0,0152 0,0156 0.0156 0,0155 

| Spaltung in % 46,7 75,8 92,1 94,5 94,5 93,9 

Versuch Tage: 1 2 4 6 8 10 
9 | Mg, P,0; in g 00071 0,0119 0,0152 0.0158 90,0159 0,0159 

~ | Spaltung in % 43,0 72,1 92,1 95,8 96,4 96.4 

Kaninchen. 

Versuch Tage: 1 2 3 4 5 7 9 
1 { MgoP,0, in g 90,0066 0,0086) 0.0104 0,0120 0,0125 0.0139, 0,0142 

| Spaltung in % 49,0 52,1 63,0 72,7 75,8 84,2 86,1 
9 | MgegP,0;7 in g | 0,0071 0,0085; 0,9098 0,0114 0,0122) 0.0144 0,0145 

“| Spaltung in % 43,0 51.5 59,4 69,1 73,9 87,3 87,9 

Versuch Tage: 1 2 3 4 6 8 10 
oe Mg. P,0; ing 0,0091 O,0111 0,0122 0.0135 0,0149 0,0151 0,0150 

“|. Spaltung in % | 55,2 67,3 73,9 81.8 90,3 91.5 90,9 

Meerschweinchen. 

Versuch Tage : 1 2 4 6 4 11 13 
1 | Mg P30; in g 0.0073 -0,0080 0,0102) 0,0110 0.0129 0.0141 0,143 

| Spaltung in %, 44,2 48.5 61.8  |66,7 78,2 85,5 86,7 

Versuch Tage: 1 2 4 6 8 13 15 
9 | Mg. P,0; in g 0,0062 0,0076 0,0089 0,0113 0,0126 0,0139 0.0140 

“| Spaitung in% 37,6 46,1 53,9 68,5 76.4 84.2 84.8 

Versuch Tage: 1 3 5 8 11 13 15 
{ MgoP,0; in g 9,0060 09,0085 0,0106 0,0128 0,0141 0,0145 0,0144 

| Spaltung in % 36,4 515 642 (77,6 855 87,9 8738 
Aus den Tabellen ersieht man, daB die Spaltung bis zu etwa 


10 Tagen dauern kann und dann bei einem Umsatz von etwa 93°, 
Substrats stehen bleibt. In der folgenden Abbildung ist die 
Die nach 24 Stunden 


des 


Aktivitaét bei den einzelnen Tieren dargestellt. 
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gespaltene Phosphormenge laBt sich in der folgenden Reihenfolge 
ordnen: Huhn > Katze > Hund > Rind > Kréte — Kaninchen 
> Meerschweinchen. Das Resultat stimmt mit dem Kays ziemlich 
iiberein. Die maximale Spaltung betrug bei den einzelnen Versuchstieren 
zwischen 84 bis 94 °,, des angewandten glycerinphosphorsauren Natriums. 
Die zu ihrer Erreichung erforderliche Zeitdauer ist verschieden. Am 
schnellsten, am zweiten Tage, erreicht das Praparat aus Hiihnerniere 
den maximalen Wert, das aus Hunde- und Katzenniere am vierten, 
das von Kaninchen und Kréte am sechsten, das vom Rind am siebenten 
und das aus Meerschweinchenniere am elften Tage. Aus den oben be- 
schriebenen Versuchen geht hervor, daB, je stairker die Phosphatase- 
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Abb. 1. 


wirkung ist, desto schneller der maximale Spaltungsgrad erreicht wird 
und die Reaktion zum Stillstand kommt, daB dagegen, je sch wacher diese 
ist, eine um so laingere Zeit erforderlich ist, um den gleichen Betrag zu 
spalten. Die schnellste und starkste Wirkung zeigt die Nierenphos- 
phatase der Végel, unter den Saugetieren nehmen dann die Fleischfresser 
den nachsten Platz ein und die Pflanzenfresser den letzten. Die Niere 
der Kaltbliiter zeigt ungefahr die gleiche Aktivitat wie die des Ka- 
ninchens. 


Aus meinen Versuchen ergibt sich, daB die phosphatatische Wirkung 
der Niere je nach ihrer Herkunft ziemliche Unterschiede aufweist ; doch 
muB es noch unentschieden bleiben, ob hier eine Artspezifitat vorliegt 
oder ob Begleitstoffe der Phosphatase eine gréBere Rolle spielen. 
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Ich habe ferner noch die Rinderniere in ihren einzelnen Teilen, 
Rinde, Mark und Papille, gesondert untersucht und folgende Resultate 


bekommen. 
Erster Versuch. 





Tage: 1 2 4 6 8 10 12 
Mg, P.O; in g 0,0096 0,0112 0,0124 0,0146 0,0153 0,0150 0,0152 
Spaltung in % 58,2 67,9 75,1 88,5 92,7 909 92,1 


Rinde 
a |) MgoP.0,; in g) 0,0052 0,0072, 0,0086 0,0101 0,0119 0,0114 0,0115 

Mark 

| 

| 


Spaltung in % | 31,5 43,6 52,1 61,2 72,1 69,1 69,7 


Mg, P,07 in g) 0,0033) 0,0045 0,0061 0,0071 0,0086 0,0086 


Papille || Spaltung in % 20.0 273 37,0 43.0 B21 52.1 


Zweiter Versuch. 





Tage: 1 2 4 6 8 10 12 14 
>( Meg.P.0; 
3{ in g 0,0090 0,0116 0,0138 0,0154 0,0158 0,0160 0,0161 
Z| Spaltung 
a in % 54,5 70,3 83,6 933 958 97.0 (97,6 
Mg, P30; | 
<{ ing | | 0,0055 0,0077  0,0096 0.0105. 0,016 0.0119. 0,0119 
2 | Spaltung 
in % || 33,3 46,7 58,2 63,6 703 72,1 72,1 
»¢ Mg.P20; 
| in g 0,0029 0.0043 0,0060 0,0070 0,0071 90,0078 0.0081 
=) Spaltung 
” in % 17,6 26,1 36,4 424 43,0 47,3 49.1 
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Man sieht, daB die Spaltung durch Nierenphosphatase nach ein 
oder zwei Tagen in der Rinde am starksten, in der Papille am 
schwachsten, und im Mark in mittlerer Starke auftritt. Die maximale 
Spaltung tritt auf: in der mit 93°, am neunten, im Mark mit 69°, am 
zehnten, in der Papille mit 52°,, am zwélften Tage. Die Phosphatase- 
wirkung der Rinde ist also dreimal so groB als die der Papille und 
kommt doppelt so schnell zum Stillstand. 


SchluBlolgerungen. 

1. Die Phosphatasewirkung der Niere von verschiedenen ‘Tier- 
arten zeigt die folgende Reihenfolge : 
Huhn >Katze >Hund >Rind > Kréte > Kaninchen > Meerschweinchen. 

2. Der Phosphatasegehalt der einzelnen Nierenabschnitte ist 
folgender : 

Rinde (92,1) > Mark (69,7) > Papille (52,1). 

3. Die Frage nach Artspezifitaten bei der Nierenphosphatase 

bleibt noch unentschieden. 


Zum SchluB sei es mir gestattet. Herrn Prof. Kozawa, sowie Herrn 
Dozent R. Iwatsuru, auf deren Anregung und mit deren besonderen Unter- 
stiitzung diese Arbeit durchgefiihrt wurde, meinen herzlichen Dank aus 
zusprechen. 











Studien iiber Phosphatase. 


ll. Mitteilung: 
Uber die Leberphosphatase der verschiedenen Laboratoriumstiere. 
Von 
Masaki Umeno. 


(Aus der Il. Medizinischen Klinik der Medizinischen Akademie 
zu Osaka, Japan.) 


(Eingegangen am 4, Dezember 1930.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


Fir die Aktivitét der Leberphosphatasen gibt Kay! folgende 
Verhaltniszahlen an: 
Kaninchen 3,6 Katze 1,1 Mensch 0,8. 


Im AnschluB an meine erste Mitteilung habe ich weitere Labo- 
ratoriumstiere untersucht. Die technischen Einzelheiten bei der Her- 
stellung des Leberpulvers und bei der Bestimmung der abgespaltenen 
Phosphorsaure sind in meiner ersten Mitteilung genau beschrieben. 





Bufo vulgaris. 





Versuch Tage: 1 2 4 6 
{| Mg. P.O; in g 0,0029 0.0033 0,0037 0,0034 
| Spaltung in % 17,6 20,0 22,4 20,6 
9 Mg, P,O; in g 0,0027 0,0030 0,028 0,0029 
be Spaltung in % 16,4 18,2 17,0 | 17,6 
Ww 





Tone 
Abb. 1. 


' Kay, Biochem. Journ. 22, 858, 1928. 





























M. Umeno: Phosphatase. IT. 325 
Meerschweinchen. 
Versuch Tage: 1 2 4 6 9 
; || Mg, P,0, in g 0.0033 0.0044 0.0046 0,0045 0.0049 
|| Spaltung in % 20,0 26.7 27.9 27,3 29,7 
Versuch Tage: 1 2 4 6 ~ 10 
9 ||) Mg. P.O; in g 0.0029 0.0048 0.0049 0.0051 0.0050 0.0052 
“ |) Spaltung in °, 17.6 26.1 29.7 30.9 30.3 31.5 
w 
¥ Pere 
D 
? 6 e a W 
‘age 
Abb. 2. 
Hund. 
Versuch | Tage: 1 4 7 10 12 
1! Mg, P,0; in g 0,0042 0,0064 0,0073 0,0090 0.0092 
| Spaltung in % 25,5 38,8 44.2 54,5 55,8 ; 
9 | Mg,P,0; in g 0.0045 0.0053 0.0076 0.0085 (0),.0087 
~ |. Spaltung in ° 27,3 $2.1 46,1 51.5 52,7 
—— 
4 
—_ oe a 2 
Abb. 3. 
Kaninchen. 
Versuch Tage: 1 2 4 6 s 11 l4 
1 { Mg. P,0, in g  0,0045 0,0063 0,0080 0.0085 0,0101 0.0112 0.9121 
{ Spaltung in °, 27,3 38,2 45,5 51.5 61,2 67.9 733 
9 | Mg. P.0; in g_  0,0030 0,0044 0,0065 0,0070 0,0076 0,0082 
~ | Spaltung in % 18,2 26.7 39.4 42.4 46,1 49.7 
3 | Mg, P,0; in g 0.0944 0.0056 0.0072 0,0079 0.0092 0.0095 0.0098 
= Spaltung in % 26,7 33.9 43.6 47.9 55.8 57.6 59.4 
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Versuch Tage: 1 2 4 6 s il 13 


Mg, P,0; in g_  0,0038) 0,0050 0,0063 0,0077 0,0086 0,0089 0,0090 
Spaltung in % 23,0 (303 38,2 46,7 52,7 53.9 54.5 
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Abb. 4. 
Huhn. 
Versuch Tage: 1 2 4 6 9 12 


Mg, P,0; ing) 0,0045 0,0058 0,0077 0,0088 0,0097 0,0100 
|| Spaltung in % | 27,3 35,2 46,7 53,3 58,8 60.6 





Versuch Tage: 1 4 6 8 10 12 


> | Mg.P,0; ing 0,0049 00,0070 00,0085 ~—-0,0092 0.0094 0,0096 
= | Spaltung in % 29,7 42.4 515 558 57,0 582 


6 eee 


ill 





é $ 6 8 0 @ 
Toge 


Abb. 5 


Aus diesen Tabellen geht hervor, daB die Leber der verschiedenen 
Tiere ein ziemlich groBes Spaltungsvermégen gegeniiber organisch- 
gebundener Phosphorsaure besitzt. Die Phosphatasewirkung der Leber 
ist im allgemeinen halb so stark wie die der Nieren des gleichen Tieres. 
Je nach der Tierart zeigt die Aktivitat der Leberphosphatase deutliche 
Unterschiede. Nach der Starke der Phosphatasewirkung bekommt man 
folgende Reihenfolge : 


Huhn > Kaninchen > Hund > Meerschweinchen > Krote. 
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Die Leberphosphatase von Bufo vulgaris spaltet ungefahr 18°, 
in zwei Tagen, dann kommt die Reaktion zum Stiilstand ; die maximale 
Spaltung ist also in zwei Tagen erreicht. Die Leberphosphatase vom 
Meerschweinchen spaltet ungefahr 27°, in finf Tagen und erreicht 
damit ihr Maximum. Beim Kaninchen schritt die Spaltung allmahlich 
weiter fort und erreichte den maximalen Wert nach ungefahr zwei 
Wochen bei 50 bis 73°,. Die Leberphosphatase vom Hund und Huhn 
aihnelt der des Kaninchens. 


SchluBfolgerungen. 
1. Die Leberphosphatase ist schwacher als die Nierenphosphatase 
und zwar ungefihr um die Halfte. 
2. Die Aktivitat der Leberphosphatase ist nach der Tierart deutlich 
verschieden und zeigt folgende Reihenfolge: 
Huhn > Kaninchen > Hund > Meerschweinchen > Bufo vulgaris. 


Biochemische Zeitschrift Band 231. 99 
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III. Mitteilung: 


Uber den Phosphatasegehalt der Niere und der Leber 
bei experimenteller Nephritis. 


Von 


Masaki Umeno. 


(Aus der IT. Medizinischen Klinik der Medizinischen Akademie 
zu Osaka, Japan.) 


(Eingegangen am 4. Dezember 1930.) 


In meiner ersten Mitteilung habe ich mich mit der Phosphatase- 
wirkung der Niere von verschiedenen Laboratoriumstieren beschaftigt. 
Es war anzunehmen, daB eine Schadigung der Niere eine Veranderung 
des Phosphatasegehaltes hervorrufen wiirde. In der Tat hat Kay! eine 
Herabsetzung der Phosphatasewirkung in der Niere bei einem Nieren- 
kranken sowie in der experimentellen Nephritisniere beim Kaninchen 
nachgewiesen. Nach Forrai? ist die Phosphatase der Amyloidniere 
schwicher als die der gesunden. Unter der Leitung von Prof. Kozawa 
habe ich zahlreiche Versuche iiber die Frage angestellt, ob eine solche 
Schwachung der Nierenphophatase bei experimenteller Nephritis beim 
Kaninchen stattfindet. Zu diesem Zweck injizierte ich den Kaninchen 
wiederholt Sublimat, Uranylnitrat, Schlangengift (Habugift) oder 
Kantharidin. Die erkrankte Niere und die Leber wurden nach der 
Tétung des Tieres durch Schlag entnommen, im Moérser gemahlen, auf 
einer Glasplatte ausgebreitet und getrocknet. Das so gewonnene Nieren- 
pulver wurde fiir den Versuch mit einer 0,89°,igen NaCl-Lésung 
extrahiert und die Phosphatasewirkung des Extrakts bestimmt, wie 
in meiner ersten Mitteilung beschrieben ist. 


' Kay, Biochem. Journ. 21, 1104, 1927. 
2 Forrai, diese Zeitschr. 142, 282, 1923 
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Gesunde Niere (Kontroll-Kaninchen). 





Versuch Tage: 1 2 3 4 5 7 co) 
fl 
1 {' Mg, P,0, in g |) 0,0066 | 0,0086 0.0104 0,0120 0,0125 0.0139 0.0142 
Spaltung in % | 40,0 52,1 63,0 727 758 84.2 86,1 
Mg, P,0; in g = -9,0071 00,0085 00,9098 0,0114 0,0122 0.0144 0,0145 





9 | 
“ | Spaltung in % 43,0 51,5 59.4 69,1 73,9 87,3 87,9 
3 {| MgyP,0; in g | 90,0091 0,9111; 0.9122 09,0135 0,0149 0,0151 0,0150 
“| Spaltungin % | 55,2 67,3 73,9 81,8 90.3 91.5 99,9 
Sublimatnephritis. 
Versuch Tage: 1 2 4 6 ~ 10 12 
1 J Mg. P.O; in g 9,0949 00,0966 0,9084 0.0091 90100 0,0101 
| Spaltung in % 29,7 49,0 50.9 55,2 60,6 61,2 


» Mg,P,0; in g  0,0049 09,0074 09,0988 90,0102 0,0106 0,0106 
Spaltung in % | 29,7 448 533 61,8 642 642 

3 | MgyP,0, in g _0,0085 0,9055) 0,067 0,082 _0,0087 0,0090 0,092 
“|. Spaltung in % | 21,2 33,3 406 (49,7 527 545 55,8 


Das Sublimat wurde in | °,iger wasseriger Lésung subkutan injiziert. 
Gesamtsublimatmenge: 50 bis 130 mg (je 0.5 bis 2cem der Losung in 
einem Intervall von | bis 3 Tagen). 14 bis 20 Tage nach der ersten Injektion 
wurden die Tiere getétet. 


Befund des Harns. 


Schwach sauer. Das spezifische Gewicht stieg von 1,010 auf 1,020. 
Maximale EiweiBmenge im Harn 0,5 bis 1,5°/9). Bei Sedimentierung 
wurden Leucocyten, Erythrocyten, hyaline und granulierte Zylinder in 
geringer Menge gefunden. 


Histologischer Befund. 


Oberflache: Nichts Besonderes. 

Glomerulus: GréBe nicht geandert. 

Harnkanilchen: 
yewundene Harnkanilchen: Die Epithelien waren stellenweise 
nekrotisch; an diesen Stellen zeigte sich strangfOrmige Kalk 
ablagerung. 

Interstitium: Blutreich und in der Rindensubstanz Zunahme des 

Bindegewebes. 
Schlangengiftnephritis. 





Versuch Tage: 1 2 4 6 s 10 12 
Mg. P20, in g | 0.9033) 0,0952 0.0972 0.0983 0.0094 0,0103 0,0105 
| Spaltung in % | 20,0 315 486 (503 570 624 636 

9 | MgeP2,0; in g | 0.9036 0,9058 0.0085 0,9109 0.9121 0,0125 0,9126 
“| Spaltung in% 218 352 515 661 733 758 764 

3 || Mg,P,0; in g 0,0033 ; 0.0956 0,0968 0,0080 0,0086 0,0088 

“|. Spaltung in % 20,0 33,9 41,2 48.5 52.1 53,3 


22" 
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Habugift (Schlangengift) wurde in | °,iger wasseriger Lésung in die 
Ohrvene des Kaninchens injiziert; die Gesamtmenge des Harns nahm 
deutlich im Verlauf des Versuchs ab. Am 14. bis 20. Tage nach der ersten 
Injektion wurden die Tiere getétet. 


Befund des Harns. 
Schwach sauer. Spezifisches Gewicht: nicht verandert. Maximale 
EiweiBmenge im Harn: 1,3 bis 2,0°/ 9. Im Sediment Leucocyten, Erythro- 
eyten und hyaline Zylinder in geringer Menge. 


Histologischer Befund. 
Oberflache: Nichts Besonderes. 


Glomerulus: Im allgemeinen vergr6éBert, zellreich, die Mehrzahl dieser 
Zellen sehen pyknotisch aus. In dem Bowmannschen Raum EiweiBsubstanz 
maéBig vorhanden. Blutgehalt der Schlinge maBig. 


Harnkanalchen: 
Gewundene Harnkanialchen: In den Epithelien stellenweise keine 
Kernfarbung. 


Henlesche Schleife und Sammelréhrchen: Die Lumina sind iiberall 
durch hyaline Zylinder ausgefiillt. 





Urannephritis. 
Versuch Tage: 1 2 4 6 s 10 12 
, | Mg, P,0, in g | 6,0027 0.0035) 0,0045 0,0057 0,0063. 0,0070' 0,0072 
| Spaltang in % 164 212 273 345 382 424 (436 
a (| Mg, P30; in g 0,9036 0,0048 9.0061 0,0075 0,0075  0,0074| 
. Spaltung in% 21,8 291 (37,0 455 455 (448 | 
3 | Mg,P,0; in g _0,0036 | 0,0050 0,0065 0,0977 0.0089) _0,0087| 0,0090 
; Spaltung in% 218 303 394 46,7 539 (52,7 (54,5 


Je 2cem einer | °jigen Lésung von Uranylnitrat in Wasser wurden 
ein- bis zweimal subkutan injiziert. Nach der Injektion verminderte sich 
die Harnmenge stark. Ein Tier ging am siebenten Tage an Anurie zu- 
grunde. In einem anderen Falle wurde é6dematése Anschwellung beob- 
achtet, wegen starker Dyspnoe wurde das Tier schlieBlich am elften Tage 
getétet und zum Experiment verwendet. 


Befund des Harns. 


EiweiBmenge: 2,6 bis 3,6°/5,, sauer. Das spezifische Gewicht stieg 
bis auf 1,020. Leucocyten und Erythrocyten maBig vorhanden. 


Histologischer Befund. 
Oberflache: Feinhéckrig. 


Glomerulus: Im allgemeinen vergréBert. Schlinge hyperamisch und 
zellreich. 











e 
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Harnkanalchen : 
Gewundene Harnkanilchen: Uberall die Epithelien teils ab- 
geplattet, teils nekrotisch; ihre Lumina sehen erweitert aus und 
enthalten hyaline Zylinder in maBiger Menge. 
Interstitium: In der Marksubstanz ist geringfiigige Zunahme des Binde- 
gewebes und zerstreut kleinzellige lymphozytare Rundzellenanhaufung 
sichtbar. In der Rindensubstanz sind Blutzellen reichlich vorhanden. 


Cantharidinnephritir. 





Versuch Tage : 1 2 4 6 x 10 12 
| 
1 | MgaP,0; in g | 0,0042 0,0065, 09,0979 0,095 0,0108 0.0113 0.0115 
| Spaltung in % | 25,5 39.4 47,9 57,6 65.5 66.5 69,7 
| Mg,P,0; in g | 0,0032 0,0050 0.0069 0,0077 0,0083. 0.0090 0,0093 
| Spaltung in % | 19,4 30,3 41,8 46,7 50,3 54,5 564 
Von Cantharidin wurden 2 bis 4 cem einer 0,1 ©, igen wasserigen LOsung 
subkutan injiziert. In einem Falle trat 1 Tag nach der Injektion blutiger 
Harn auf. Am 7. bis 10. Tage nach der ersten Injektion wurden die Tiere 
getotet. 
Befund des Harns. 

Schwach sauer. Spezifisches Gewicht: deutlich vergréBert. Maximale 
EiweiBmenge: etwa 5°/ 99. 

Histologischer Befund. 

Oberflache: Geringfiigige Einziehung sichtbar. 

Glomerulus: Im allgemeinen vergr6éBert, der Blutgehalt der Schlinge 
ist gering. 

Harnkanalchen: 

Gewundene Harnkanalchen: Die Epithelien stellenweise nekrotisch. 
Henlesche Schleife und Sammelréhre: Stellenweise durch hyaline 
Zylinder erfiillt. 

Interstitium: Uberall reichlich Blut, in diesem Gebiet die Harnkanalchen 
von Erythrocyten erfiillt und geringe Zunahme des Bindegewebes. 

Aus der Tabelle kann man ersehen, daB die Nierenphosphatase bei 
experimentellen Nephritiden deutlich abgeschwacht ist. Dabei ist es 
gleichgiiltig, ob die Veranderung den Rindenteil oder die Harnkanalchen 
betrifft, da die Schadigung des Sublimats sich an den Nierenkanalchen, 
die des Urans und Schlangengifts an dem Glomerulus der Niere angreift, 
wahrend sich bei der Cantharidinnephritis die phathologische Ver- 
anderung hauptsachlich in den Harnkanalchen findet. Ein Zusammen- 
hang zwischen der Phosphatasewirkung der Niere und der Eiweib- 
ausscheidung im Harn war in keinem Falle nachzuweisen. Sowohl im 
normalen als auch im Harn bei experimenteller Nephritis (und auch 
im Nephritisharn beim Menschen) war Phosphatase nur schwach nach- 
weisbar. Nach Demuth! wurde schon im Sauglingsharn eine schwache 


1 Demuth, diese Zeitschr. 159, 415, 1925. 
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Spaltung der Hexosediphosphorséure mit einem px-Optimum bei pa 5 


nachgewiesen. 


Die Mengenverhaltnisse bei der Harnuntersuchung waren folgende : 


Hauptversuch. 
A. Harn wd ne oh : 
Glycerinphosphorsaures Na. 


Toluol ° . 


Kontrollversuch. 
B. 0,89°, NaCl 


Glycerinphosphorsaures Na 


40,0 cem 
0.4¢ 


0,4 cem 


40,0 ccm 
0,4 ¢ 














Toluol . 0,4 cem 
C. Harn 40,0 
Toluol . 0,4 
Nephritisharn von Kaninchen. 
Versuch! Png nol Tage: 1 4 7 
| r ae 2no Mg, P, O; in g 0,0005 0,0008 0,0009 
1 j/Urannephritis| 3,5 “/ee Spaltung in% 3,0 4,9 5,5 
9 | Sublimat- 1.30 Mg,P,0; in g  0,0004 0,0008 0,0009 
| nephritis (00 Spaltung in% 2,4 4,9 5,5 
Harn von gesunden Kaninchen. 
Versuch Tage: 1 4 7 
ef Mg, P,0; in g 0,0007 0,0009 0,0012 
\ Spaltung in % 4,2 5,5 7,3 
9 | Mgs P,0, in g 0,0004 0,0096 0,0010 
= Spaltung in % 2,4 3,6 ~ 61 
Menschlicher Nephritisharn. 
diniae a | 2. eee | 
Versuch | ane Tage: 1 4 7 
1 5° | Mg» P.O; in g 0,0007 0.0012 0,0017 
00 | Spaltungin°®, 4,2 7,3 10,3 
9 3 50 { Mg, P, 0; ing 0,0004 0,0007 0,0005 
ra i a Spaltung in% 2,4 42 3.0 
3 49/ | Mg, P, 0; in g 0,0004 0,0009 
: ey Spaltung in% 24 5,5 
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Harn von gesunden Menschen. 





Versuch Tage: 1 ‘ 4 7 
1 | Mg) P, 0, in g 0,9005 0,0007 0,0005 
| Spaltung in % 3,0 4,2 3.0 
oe" Mg. P,0; in g 0.0005 0.0013 
ai Spaltung in % 3,0 7,9 
| Mg, P, 0; in g 0,0006 0,0608 0.0913 
=o Spaltung in % 3,6 4.9 7,9 


Im AnschluB an meine erste Mitteilung habe ich gleichzeitig die 
Kaninchenleber bei experimenteller Nephritis mituntersucht. Der 
histologische Befund zeigte keine nennenswerten Verdnderungen. Fiir 
die Anfertigung der Priaparate sage ich auch an dieser Stelle Herrn 
Dr. K. Kondo meinen besten Dank. 


Leberphosphatase von gesunden Kaninchen. 





Versuch Tage 1 2 4 6 ' 8 11 14 


I | Mg, P,0,; in g  0,0044  0,0056 0,0072 0,9079 90,0092 0,0095 0,0098 
| Spaltung in % | 26,7 83,9 436 (47,9 558 57,6 (59,4 


| 
11 || MgeP20; in g _0,0088 _0,0059, 0,0063, 0,0077 0,086 0.0089, 0,090 
|| Spaltung in % | 23,0 30,3 38,2 46,7 521 539 (545 


Leberphosphatase bei experimenteller Nephritis. 





Versuch | Tage 1 2 4 6 . 10 12 


y | Mey. P.,0; in g 0,0036  0,9042 0.0061) 0,0070 0,0079 90,0081 
| Spaltung in % | 21,8 25.5 37,0 (42,4 (47,9 49,1 
11 |) MgP2,0, in g 0,032) 0,0036 0,0046) 0.0053 0,0056 0,0065 
| Spaltung in % 19,4 218 279 321 339 39,4 
iy | MaePeO; im g  0,0037 0,0045 0,0065 0,0070 0,076 0,0078 
|: Spaltung in ®, 22,4 27.3 394 424 461 47,3 


Die Versuche zeigen eine nur geringe Verminderung der Leber- 
phosphatase. 
SchluBfolgerungen. 
1. Bei experimenteller Nephritis zeigt sich eine Verminderung 
der Nierenphosphatase auf die Halfte bis zwei Drittel des normalen 
Wertes. 


2. Die Leberphosphatase erleidet bei Nephritis gleichfalls eine aller- 
dings nur schwache Verminderung. 





Studien iiber Phosphatase. 


IV. Mitteilung: 
Uber die optimale und die Zerstérungstemperatur der Nierenphosphatase. 


Von 
Masaki Umeno. 
(Aus der IT. Medizinischen Klinik der Medizinischen Akademie 
zu Osaka, Japan.) 


(Eingegangen am 4. Dezember 1930.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Die Ergebnisse meiner Versuche mit Nieren- und Leberphosphatasen 
von verschiedenen Tieren sind in den friiheren Mitteilungen veréffentlicht. 
Uber die Frage, bei welcher Temperatur die Phosphatase ihre starkste 
Wirkung hat, waren merkwiirdigerweise bisher in der Literatur keine 
Angaben zu finden. 


Methodisches. 
Hauptversuch. 
A. Nierenextrakt. ............. . 40,0ccm 
alycerinphosphorsaures Na. ........ O0,4¢ 
Re TT a a | 


Kontrollversuch. 


ay Se A ae er 
Glycerinphosphorsaures Na ........ O4g 
eS ene ee a ee 

Ch. Tee. i cn nc ews + SOP 
| a ea 


Als Substrat diente glycerinphosphorsaures Natrium. Die Ferment- 
materialien und die Bestimmungsmethode sind in der ersten Mitteilung 
genau angegeben. Die einzelnen Versuchsprotokolle sind folgende: 
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Rind. 





Zeit Temperatur : 0° 19° 20° 300 370 50e 600 
Mg,P,0; in g 0.0021 90,0024 0,0029 0.0035 0,0040, 0,0034 0,0006 
Spaltung in °%%, 12,7 14.5 17.6 21,2 24,2 20,6 3,6 


12. | MgP20; in g _0,0029 0,0031 0.0046 0,0056 0.0959 _0,0034 0,0006 
Spaltung in % 17,6 188 279 339 358 206 3,6 


Mg, P20; in g — 0,0034 0,0048 0,0050, 0,0962 00,0069 0,0034 0.0007 


6 Sta. 














* | Spaltung in % 20,6 29,1 30,3 37,6 41,8 20,6 4,2 
i 
24 {| Mg. P,0; in g —_-0,9048) 0,0058 0,0059; 0,0070 0,9079 0,0035 0,0008 
“" ” |} Spaltung in % | 29,1 35,2 35,8 42.4 47,9 21,2 49 
39 {|| Mg.P,O; in g = 00,0955, 0,0060, 0,0066 0,0078 0,0083  0,0037 0,0007 
: ” | Spaltung in % 333 3864 40,0 473 5038 224 42 
50 57° 
o 
% 
W Z0* 
9° 
0° 
D 
D 50" 
0 
3 : ov 2 2 
Stunden 
Abb. 1. 


Aus diesen Versuchen geht hervor, daB die optimale Temperatur 
der Nierenphosphatase des Rindes bei 37° C liegt und daB ihre Aktivitat 
oberhalb 37°C rasch und unterhalb dieser Temperatur allmahlich 
abnimmt. Bei 0° C bleiben ungefaihr zwei Drittel der ‘optimalen Phos- 


Hund. 





Zeit || Temperatur: 0° 10° 20° 30° 370 Ae 600 
+ 4 
6 Std MgeP,0; in g  0,0028 90033 0,0036 0.0043 0,0044 00046 0,0021 
“| Spaltung in % 17,1 20,0 (21,8 (/26,1 26,7 27,9 12,7 


{ MgsP,0; in g  0,0039 0,0044 0,0050 0,0056 0,0062, 0,0043 0.0021 
| Spaltung in % 236 26,7 303 339 376 261 12,7 

| 
l 


= 


Mg, P,0; in g  0,0048 0,0053, 0,0056 0,0971 0.0076 0.0041 0,0017 
Spaltung in % 29,1 32.1 83,9 43,0 461 24.9 10,3 


24 |, MgoP,O; in g  0,9049 0,0062 0,0067 0.0076 0,0082, 0.0040 0,0020 
“ " {| Spaltung in % 29,7 37,6 406 46,1 49,7 24,2 12,1 
{ Mg P,0; in g_ 0,0058 0,0067 0,0071 0,0080 0,0985 0.0042 0,0018 


oO | Spaltung in % 35,2 40,6 43,0 485 51.5 (25.5 10,9 
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phatasewirkung erhalten, bei 60°C tritt dagegen fast keine Spaltung 


ein. Bei den Versuchen mit Hundeniere erhielt ich ganz ahnliche Re- 
sultate wie mit Rinderniere. 


50 


a, 


W 





97° 
50° 


20° 
9° 


o° 


0° 


60? 





[4 
Stunden 


Abb. 2. 


Zur genaueren Festlegung der optimalen Temperatur fiir Nieren- 
phosphatase wurden Versuche bei verschiedenen Temperaturen und 
zwar in Abstanden von je 2,5°C angestellt. 
maximale Spaltung des Substrats. 


Ich fand bei 42,5° eine 





Rind. 

Zeit Temperatur : 35,0° 37,5° 40,0° 425° 45,0 475° 
asta.) MazP20; ing 0,0024 0,0027 0.0035 0,0082 0.0032  0,00382 
Sul) Spaltung in % | 14,5 164 212 194 194 19,4 
8 { Mg.P,0; ing 0,0041 0,0043, 0,0046 0,0049, 0,0048 0,0044 
» | Spaltung in % | 24.9 26,1 27,9 29,7 29,1 26,7 
12 { Mg,P,0; in 0,0060 0,0056  0,0060 0,0060 0.0062  0,0060 
” | Spaltung in % | 36,4 33,9 36,4 36,4 37,6 36,4 
16 {| MgyP,0; ing | 0,0063 0,0065 0,9067 0,0070 90,0068 0,0066 
> » | Spaltung in % || 38,2 394 406 424 | 41,2 40,0 
” | Mg P.O; in g | 0,0070 = 0,0070 09,0074 0,0076; 0,0074 0,0071 
_ | Spaltung in % | 42.4 42.4 448 46.1 / 44.8 43.0 

47 
% 
WS 
$3} 
of 











DS I WD a a as? 
20 Stunden 


Abb. 3 























Phosphatase. IV. 337 





Hund. 
"Zeit Sempendier: ‘ 32,50 ub 35,00 - 37,5° 40,0° 42,5° 45,00 
4 Sta! Mg, P,0; in g 0,0025 0,9027 0,0030 0.0933 0.0936 00,0034 
wm) Spaltung in % | 15,2 16,4 18,2 20,0 21.8 20,6 
8 Mg,P,0; ing | 0,9946 0,0048 0,0049 0.9053 0,0051 = -0,0051 
° Spaltung in °% | 27,9 29,1 29,7 32,1 30,9 30,9 
12 { Mg,P,0; in g 0,0054 0,9057 0.0960 0,0064 0.0068 0,9065 
” | Spaltung in % | 32,7 34,5 36,4 38.8 41,2 39,4 
16 MgoP,0; in g | 90,0066 = 0,0063 ~0,0069 00075 0,0078 = 0.0073 
” Spaltung in % | 40,0 38,2 41,8 45,5 47,3 44,2 
21) { MygsP,0; in g  0,0969 = 0,0074 9,9079 =0,0081 0.0088 00,0981 
* | Spaltung in % 41,8 44,8 47,9 49.1 53,3 49.1 


Ferner habe ich die Temperatur, bei der die Nierenphosphatase 
zerstért wird, genauer untersucht; dazu lieB ich die Nierenausziige vor 
dem Versuch eine Stunde lang bei 45, 50, 55, 60 und 65° stehen, dann 
wurden sie mit dem Substrat gemischt, bei 37° stehengelassen, und die 
abgespaltene anorganische Phosphorséure wie tiblich 4 Stunden und 
36 Stunden nach dem Ansetzen des Versuchs bestimmt. 


Hund. Erster Versuch. 








Zeit Temperatur: | 40° 45° 500 55! 60° 65° 
4 sta! Mg, P, 0; in g 0,0052 + 0,0058 | 0,0040 | 0.9013 00,0004 0 
“| Spaltung in % ° 31,5 35.2 24,2 7,9 2,4 0) 
36 | Mg,P,0; in g 0.0088 0,9064 0,0945 0,0015 0,0008 0 
” | Spaltung ir % 53,3 38,8 27,3 9,1 1,8 0 
Zweiter Versuch. 

Zeit Temperatur : 40° 45° 50° 55° 60° 65° 
4 sta! | Mee P,O; in g 0,0047 = 0,0057 00,0936 =—-0,0097 0 0 
“(| Spaltung in % 28,5 34,5 21,8 4,2 0 0 
36 | Mg,P,0; in g | 0,0093 0,0071 | 0,0042 , 0,0909 | 09,0003 0 
” | Spaltung in % || 56,4 43,0 25.5 5.5 1,8 0 

60 

% 

SUt 

@ 

Jb 

Vie 

0 











Ww 4? WO ru 60° 45 0 
36 Stunden 


Abb. 4. 
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Rind. 





Zeit Temperatur : 40° 45° 50° 55° 60° 65 


4sta.! MezP20, in g _0,0041 —0,0045 +—-0,0038 —_0,0020 00006 0 
std.| 


Spaltung in % 24,9 27,3 23,0 12.1 3,6 0 
36 |, MggP,0; in g 0,0079 =0,0077 =—-0,0044 = -0,0028 00,0009 0 
~ | Spaltung in % 47,9 46,7 26,7 17,0 5,5 0 


Aus diesen Tabellen kann man ersehen, daB einstiindiges Erhitzen 
auf 60 bis 65°C die Nierenphosphatase vollstandig vernichtet. 


SchluBfolgerungen. 


1. Die optimale Temperatur der Nierenphosphatase von Rind und 
Hund liegt bei 42,5°. 


2. Die Temperatur, bei der sie zerstért wird, liegt bei 60 bis 65°. 
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V. Mitteilung: 
Uber die Glycerophosphatase der Leucocyten im Blute. 


Ve ym 
Masaki Umeno. 


(Aus der IT. Medizinischen Klinik der Medizinischen Akademie 
zu Osaka, Japan.) 


(Eingegangen am 4. Dezember 1930.) 


Die fermentativen Leistungen der Leucocyten im Blute sind schon 
vielfach untersucht worden, und zwar hat man glykolytisches Ferment, 
Protease, Amylase, Katalase, Nuclease und Peroxydase darin nach- 
gewiesen. Die himoglykolytischen Fermente verdankt das Blut haupt- 
sichlich den Leucocyten, was von Fukushima’ in unserem Institut, 
von Warburg? und von Bakker? eingehend untersucht wurde. Fiesinger* 
hat als erster in den Leucocyten Lecithinase gefunden, die jetzt als 
eine Art Phosphatase aufgefaBt wird. 

Seit dem letzten Sommer habe ich mich auf Anregung von Prof. 
Dr. Kozawa und unter Leitung von Prof. Dr. Jwatsuru mit der Glycero- 
phosphatase der Leucocyten beschaftigt und dabei eine Reihe inter- 
essanter Resultate gewonnen. 

Phosphatase konnte von Forrai® im Blute tiberhaupt nicht von 
Demuth® nur in sehr geringer Menge gefunden werden. Uber die Phos- 
phatase der Leucocyten selbst ist tiberhaupt noch nichts publiziert 
worden. 

Methodisches. 
Die Leucocyten gewann ich aus dem Peritonealexsudat von Kaninchen, 


indem ich Bouillon von hypertonischem Kochsalzgehalt in die Bauchhéhle 
einfiihrte, nach 4 Stunden durch Punktion herausnahm und auf der Zentri- 


| Fukushima, Journ. of Biochem. 2, 447 u. 454, 1923. 
2 Warburg, diese Zeitschr. 187, 480, 1927. 

3 Bakker, ebendaselbst 187, 479, 1927. 

4 Fiesinger, C. r. 165, 730, 1917. 

5 Forrai, diese Zeitschr. 142, 282, 1923. 

6 Demuth, ebendaselbst 159, 415, 1925. 








340 M. Umeno: 


fuge abschleuderte. Der Niederschlag wurde zwei- bis dreimal mit physiolo- 
gischer NaCl-Lésung gewaschen und dann zum Versuch verwendet. Das 
Volumen des Niederschlags wurde mit dem Hamatokriten bestimmt. 


Ferner wurde leukamisches Blut auf seinen Phosphatasegehalt 
gepriift, und zwar wurde das Blut desselben Patienten vor und nach der 
Réntgenkur untersucht. Als Kontrolle diente normales Menschenblut. 


Experimentelles. 
I. Leucocyten aus Peritonealexsudat. 


Hauptversuch. 


A. Leucocytenbrei ..........--..-. %10ccm 
eS Ee 
Glycerinphosphorsaures Na... .... . O4g 
WR eo a a Kk Se ei 8 + eS 


Kontrollversuch. 


a ce eG ws cs « + CER 
Glycerinphosphorsaures Na... .... . O42 
Rs Fike i ie aks cae Nae oh Wie eile paler ets tie, 

GC) cimeeeyeees a eT 
Os ee ae ae a a ee ee 
OS SY ete es ee ee eS ree ne, 


Blut (Kaninchen). 


Hauptversuch. 


pe ea oe he er me 
“SO a ee 
Glycerinphosphorsaures Na ....... .- O48 
EE SF oats. ee OR a a leer a Ss ee 


Kontrollversuch. 


D: OSS Meme. FV ee ea se. oom 
Glycerinphosphorsaures Na... ..... O4g 
NMOS op) Ores igh. te ee ee es oe, 

eG). yo a a ce Se, ox! + ws 
te a es rere | 
A tg irik ale ok BS. ee nity ry Sopa 16a ee 


Erster Versuch. 


(7,6 Vol.-/, Leucocyten im Brei, bestimmt im [amatoktr.; 





Tage: 1 | 2 6 9 
Mg.P,.0, ing ..... 0,0918 0,0029 0,9089 0,0042 
Spaltung in% ..... 10,9 | 17,6 | 23.6 25,5 
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Zweiter Versuch. 


(12.8 Vol.-% Leucocyten im Bre.) 





Tage: 1 3 6 9 
Mg,P,0, ing ..... 0,0023 0,0038 0,0054 0,0056 
Spaltung in% ..... 13,9 23,0 32.7 33,9 


Dritter Versuch. 


(9,8 Vol.-% Leucocyten im Brei.) 





Tage : 1 3 5 9 12 
Mg,P,0; ing ..... 0,0021 | 0,0086 0,0049 0,9051 09,0053 
Spaltung in®% ..... | 12,7 21,8 29,7 30,9 32,1 


Wie aus der Tabelle ersichtlich ist, trat in den Leucocyten des 
Peritonealexsudats vom Kaninchen im Laufe der Zeit eine kraftige 
Phosphatasewirkung auf, die 5 bis 6 Tage nach dem Beginn des Versuchs 
zum Stillstand kommt. Die Spaltung erreichte 24,3°., vom Gesamt- 
phosphorgehalt, wahrend die Lésung beim Beginn des Versuchs keine 
Spur von anorganischem P enthielt. Im Substrat! allein zeigte sich 
wahrend der ganzen Versuchszeit keine Spaltung. 


II. Leucocyten aus leukimischem Blute. 


Bei Versuchen mit leukaémischem Blut wurde Glycerinphosphor- 
siure weitgehend gespalten. Diese Erscheinung muB wohl dem Phos- 
phatasegehalt der in groBen Mengen vorhandenen Leucocyten zu- 
geschrieben werden, da die Spaltung nach der Verminderung der Leuco- 
eytenzahl durch Réntgenbestrahlung fast auf den normalen Wert 
herunterging. 


A. Figentlicher Versuch. 
Das Krankenprotokoll war folgendes: 
54jahriger Kaufmann, Korpergewicht: 45,5 kg. 
Diagnose: Chronische myeloische Leukémie. 


Anamnese: Seit etwa 6 Jahren trat eine allmahlich zunehmende Bliisse 
des Gesichts sowie der ganzen Koérperhaut auf. Vor etwa 2 Jahren nach 
ziemlich langdauerndem Vd6llegefiihl ein Tumor im linken Hypochondrium. 
der sich mit der Zeit vergréBerte. Seit | Jahre Abnahme des Korpergewichts 
und Auftreibung des Bauches. 


Status: Statur mittelgroB. Konstitution mittelmaBig, gut gebaut. 
Gesicht blaB und andimisch. Bauch stark aufgetrieben; Umfang 92.5 ccm. 
Fluktuation deutlich nachweisbar, enorm groBe Milz, bis 10 em unterhalb 
des Nabels fiihlbar. 
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Erster Versuch. 





Erythrocyten ..... . . . 2677000 
bemeeewten . ww kt 87 000 
Hamatokritzahl .. .. ... 28.7 
Tage: 1 3 6 9 11 
Mg,P,0; ing ..... 0,0019 = 0,0026 0,0030 0,0034 0,0038 
Spaltung in®% ..... 11,5 15,8 18,2 20,6 23.0 


Zweiter Versuch. 
(Nach der Réntgentherapie. ) 





Erythrocyten ...... . . 2410000 
Leucocyten ......... 4400 
Hamatokritzahl ....... 27,2 
Tage: | 1 5 9 11 
Mg,P,0, ing ..... 0,0003 0.0002 0 0,0005 
Spaltung in% ..... 1,8 1,2 0 91 


B. Kontrellversuche mit Blut von gesunden Menschen. 


Erster Versuch (29 Jahre). 
Erythrocyten ....... . 4670000 











Leucocyten ......... 4700 
Hamatokritzahl ....... 38.9 
Tage : 1 5 9 
Mg» P, O; in g +o oe 0,0002 0.0902 0,0005 
Spaltung in%... . 1,2 1,2 3,0 
Zweiter Versuch (31 Jahre). 
Erythrocyten ...... . . 4820000 
a a ae 5 200 
Hamatokritzahl ....... 43,4 
Tage: 1 5 9 
| 
Mg,P,0; ing... . 0,0003 | 0,0902 0,0003 
Spaltuny in%.... 1,8 1,2 1,8 
Dritter Versuch (22 Jahre). 
Erythrocyten ...... . . 4270000 
Leucocyten .........- 4 900 
Hamatokritzahl ....... 39.8 
Tage : 1 5 9 
Mg,P,0, ing... . 0 0,0002 9.0004 


Spaltung in®%.... 0 1,2 2.4 
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Wie Forrai fand auch ich nur eine auBerst schwache Spaltung 
der Glycerinphosphorséure bei normalem Menschenblut. Dagegen 
war die Spaltung bei Leucocytose in leukémischem Blute sehr groB, 
was bisher nicht beobachtet wurde. Nach der Réntgenkur fiel der 
Phosphatasegehalt stark ab, was auf die Alteration der Leucocyten 
sowie auf das Abstiirzen der Leucocytenzahl zuriickzufiihren sein diirfte. 
Die mikroskopische Untersuchung ergab folgendes: 


Arten der Leucocyten. 


Erster Versuch. 


Neutrophile polymorphkernige Leucocyten . . . . . 32% 
Neutrophile Metamyelocyten ....... . 2...) 6% 
Neutrophile Myelocyten ............. 11% 
Neutrophile Promyelocyten............ 4% 
ee ee ee ee ee err | 
ON a ee 
Re I an Ve ea ae ew 2 OS 
Eosinophile polymorphkernige Leucocyten . . . . . 3% 
Eosinophile Myelocyten ............. #19 


0 


Zweiter Versuch. 


Neutrophile polymorphkernige Leucocyten . . . . . 41% 
Neutrophile stabkernige Leucocyten . ... . . . . 8% 
a a a errr. 
ee a oe ae a eae. 4 
PRON. unas eo OO! owas OS eS OR 
eee ee a oe re |.” 
GroBe mononukleire Leucocyten ......... 2% 
Basophile Leucocyten .... 2... 5 5 2s ets s FY 


Das weist darauf hin, daB keine Alteration stattgefunden hat, 
sondern daB die Verminderung der Zahl und des Volumens der Leuco- 
cyten die Hauptrolle spielt. Am 13. Juni 1930 starb der Kranke plétzlich 
und unerwartet; die Todesursache diirfte der Leucocytensturz gewesen 
sein. Nach seinem Tode wurden Leber und Milz herausgenommen, 
fein in der Reibschale zerrieben und getrocknet, mit 0,89 ',iger NaCl- 
Lésung 24 Stunden lang in der Eiskammer extrahiert und auf Phos- 
phatase gepriift. 


Hauptversuch. 
A. Qepemextwekt . . ww ttt tl tlw ee. OO COM 
Glycerinphosphorsaures Na ........ O4g 
Pee. eels Fae Ss Soe SS ee SS 


Biochemische Zeitschrift Band 231. 


23 
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Kontrollwersuch. 


B. 0,89% NaCl 


40.0 com 





Glycerinphosphorsaures Na 0,4 g 
Toluol . 0,4 cem 
C. Organextrakt . 40,0 
Toluol . 0,4 
Tage: 1 if 10 
Miz {| Mg2P:0, ing 0,0028 0,0083 0,0107 
* |) Spaltung in % 17,0 50,3 64.8 
on Mg,P,0; ing . 0,0027 0,0067 0,0101 
P Spaltung in % 16,4 40.6 61.2 


Milz und Leber enthielten also viel Phosphatase. 


C. Kontrollversuch mit Kaninchenblut. 

Zur Kontrolle priifte ich Kaninchenerythrocyten allein auf Phos- 
phatase. Das Blut wurde aus den Ohrvenen der Kaninchen entnommen 
und langsam zentrifugiert. Dann wurden die Erythrocyten von den 
Leucocyten getrennt und mit einer 0,89 °,igen Na Cl-Lésung gewaschen. 
Die Versuchsansatze sind dieselben wie beim Versuch mit Blut. 


Erster Versuch. 


(Hamatokritzahl des Erythrocytenbreies 56,7 ©,.) 





Tage: 1 4 7 
Mg, P,0; ing . 0,0002 0 0,0002 
Spaltung in %.... 1,2 0 1,2 


Zweiter Versuch. 


(Hamatokritzahl des Erythrocytenbreies 60,1 Vol.-°,.) 





Tage: 1 5 9 
‘ Mg,P,0; ing... . 0 0.0092 0,004 
Spaltung in%.... 0 1,2 2,4 


Aus den Versuchen geht hervor, daBb die Erythrocyten keine Phos- 
phatase enthalten. Im zweiten Versuch fand ich eine auberst gering- 


fiigige Phosphatasewirkung, die wahrscheinlich der unvermeidbaren 
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Verunreinigung mit Leucocyten bzw. Blutplattchen und Hamokonien 
zuzuschreiben sein dirfte. 


Schliisse. 
1. In Leucocyten aus leukiémischem Menschenblut laBt sich viel 
Phosphatase nachweisen. 
2. leem Kaninchenleucocyten spaltet 0,036 g glycerinphosphor- 
saures Natrium pro Tag. 


3. Die Erythrocyten von Mensch und Kaninchen zeigen keine 
Phosphatasewirkung. 











Studien iiber Phosphatase. 


VI. Mitteilung: 
Uber das Vorkommen der Phosphatase in der Galle und im Pankreassaft. 


Von 


Masaki Umeno. 


(Aus der II. Medizinischen Klinik der Medizinischen Akademie zu Osaka 
Japan.) 


(Eingegangen am 4. Dezember 1930.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


I. Versuche mit Galle. 


Die Galle hat erstens die Aufgabe, die Fettséuren in Lésung zu 
bringen, und zweitens die Lipasewirkung zu férdern, was groBe Be- 
deutung fiir die Fettresorption hat. Versuche, Enzyme in der Galle 
nachzuweisen, fielen bisher immer negativ aus. Daraus auf ihr voll- 
standiges Fehlen zu schlieBen ist jedoch falsch, weil das Vorkommen 
von Glycerophosphatase zufallig durch meine Untersuchungen sicher- 
gestellt werden konnte, als ich Hundegalle auf glycerinphosphorsaures 
Natrium einwirken lieB. Soweit ich sehe, findet sich in der Literatur 
nur eine einzige Arbeit von Demuth! (1925), der die Wirkung der Galle 
von Sauglingsleichen auf Hexosephosphorsaure priifte und ein positives 
Resultat erhielt. 

Als Substrat verwandte ich zu den Versuchen glycerinphosphor- 
saures Natrium (Pulver, Merck) in 1° .iger Lésung; die Galle wurde 
direkt aus der Gallenblase gewonnen. Die Mengenverhaltnisse waren 
die folgenden: 


1 Demuth, diese Zeitschr. 159, 415, 1925. 
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Hauptversuch. 


ie ONS eee ae ee nore | 
0.89% NaCl re 36,0 
Glycerinphosphorsaures Na ........ O4g 
eS ee ae sw ls ee ce ee 


Kontrollversuch. 


ee Ge es a kee wees vw ss « 6 eo 
Glycerinphosphorsaures Na... ..... O4g 
J a ee 
OD ers 
A” a ee 
- eo Oe Ep en a a ne 


Jeder Versuchskolben wurde dicht verschlossen und unter 6fterem 
Umschiitteln 12 Tage lang im Wasserthermostaten bei 37° C aufbewahrt. 
Die Bestimmungen wurden in Intervallen von 2 bis 4 Tagen in 4 cem der 
digerierten, vorher filtrierten Fliissigkeit ausgefiihrt. Die Phosphorsaéure 
wurde mit 5cem Ammoniak-Magnesiamixtur gefallt und als Mg,P,0O, 
gewogen. Der Hauptversuch zeigt eine fortschreitende Spaltung des 
organisch gebundenen Phosphors, wahrend sich in den Kontrollversuchen 
keine Spur von anorganischem Phosphor findet. Die Ergebnisse sind in 
den folgenden Tabellen zusammengestellt. 


Galle. 


Erster Versuch. 








Tage: 1 2 5 8 i 11 
Mg, P,0;7 in g 0,0036 0,0058 0,0082 0,0109 0,0107 
Spaltung in % 21,8 35,2 49,7 66,1 64,8 

Zweiter Versuch. 

Tage: 1 4 | 7 12 

Bie. L : 
Mg, P,O; in ¢ 0,0033 0,0058 0,0085 0,0089 
Spaltung in °, 20,0 35,2 51,5 53.9 


Zur Kontrolle muBte die Einwirkung von Alkali auf die organische 
Phosphorverbindung gepriift werden, da die Galle selbst gegen Lackmus 
deutlich alkalisch reagiert. Es trat jedoch auch bei stark alkalischer Reaktion 
nicht die geringste Spaltung von glycerinphosphorsaurem Natrium auf. 
Aus diesem Ergebnis kann man also mit Sicherheit auf das Vorhandensein 
von Glycerophosphatase in der Galle schlieBen. 


Il. Versuche mit Pankreassaft. 


Ferner stellte ich noch Versuche mit Hunde-Pankreassaft und 
Magensaft aus dem kleinen Magen des operierten Hundes an. Zu dem 
Versuch mit Hunde-Pankreassaft fiihrte ich in Morphiumnarkose eine 
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kleine Kaniile in den Pankreasausfiihrungsgang ein, spritzte in 
Zwischenriumen von 5 Minuten je 1 cem frisch bereitetes Sekretin in 
die Femoralisvene ein und sammelte das Sekret in einem Becher. Der 
so gewonnene Pankreassaft war ganz durchsichtig, dickfliissig und 
enthielt keinen anorganischen Phosphor. Die Ansiitze waren die 
folgenden : 


Pankreassatt. 


Erster Versuch. 





Tage: 1 3 6 9 
Mg, P,0,7 in g 0,0013 0.0029 0.0038 0,0043 
Spaltung in °%, 7,9 17,6 23.0 26.1 


Zweiter Versuch. 





Tage: 1 4 7 9 11 
Mg, P.O; in g 0.0016 0,0027 0,0034 0,0045 0,0046 
Spaltung in % 9,7 16,4 20,6 27,3 27,9 


Endlich dehnte ich meine Versuche tiber den Phosphatasegehalt 
noch auf andere Organgewebe des Hundes aus. Ich praparierte Milz, 
Leber, Pankreas, Niere, Speicheldriise, Magen-, Duodenal- und Diinn- 
darmschleimhaut, rieb sie zu Brei, trocknete sie bei Zimmertemperatur, 
pulverisierte und extrahierte die Organpulver vor dem Versuch mit 
einer 0,89°,,igen NaCl-Lésung unter Zusatz von 1°,, Toluol in der 
Eiskammer. 


Hauptversuch. 
er ea ee ee 
Glycerinphosphorsaures Na ......% . 04g 
oo ee ee ee ee ae 


Kontrollversuch. 


a ee me 
Glycerinphosphorsaures Na ........ O48 
ES ee eg RS ke eg. ik Se eee ee 

0 ee 
ahs fot er ieceri ee we le 4) &) OLE) Buldlte. 4) y 

Speicheldriise. 


Erster Versuch. 





Tage: 1 4 | q 10 


Mg, P, 0,7 in g 0,0038 0,0052 0.0057 0,0063 
Spaltung in % 23,0 31,5 34,5 38,2 
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Zweiter Versuch. 
Tage: || 1 4 7 10 
My, P,0; in g 0,0045 0,005% 0,0059 0.0061 
Spaltung in % 27,3 32,1 35,8 37,0 
Magenschleimhaut. 
Erster Versuch. 
Tage: 1 5 10 
My, P,0; in g 0,0044 0,0074 0,0097 
Spaltung in % 26,7 44.8 58,8 
Zweiter Versuch. 
Tage : 1 5 8 10 
Mg, P.O; in ¢ 0.0051 0.0075 0.0090 0.0989 
Spaltune in % 30,9 45.5 54.5 53.9 
Duodenalschleimhaut. 
Erster Versuch. 
Tage : 1 5 10 
Mg» P07 in g 0,0150 0,0155 0,0158 
Spaltung in %, 90,9 93,9 95,8 
Zweiter Versuch. 
Tage : 1 5 9 
Mg, P20, in g 0.0145 0,0155 0,0157 
Spaltung in % 87.9 93,9 95,1 
Diinndarmschleimhaut. 
Erster Versuch. 
Tage: ; 1 5 ) 
Mg, IP, 0, in g 0.0155 0,0156 0,0156 
Spaltung in % 93.9 94.5 94.5 
Zweiter Versuch. 
Tage: 1 5 9 
Mg, P,0, in g 0,0153 0,0152 0,0156 
Spaltung in % 92.7 92,1 94.5 
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Pankreas. 
Erster Versuch. 





an ae 





10 























Tage: 1 4 - 
Mg, P,07 in g 0.0069 0,0118 0,0137 0,0142 
Spaltung in % 41,8 71.5 83,0 86.1 
Zweiter Versuch. 7 
Tage: 1 4 7 10 
Mg, P,0;7 in g 0,0065 0,0L10 0,0132 0,0135 
Spaltung in % 39.4 66,7 80.0 81.8 
Leber. 
Erster Versuch. 
Tage : 1 4 7 10 12 
Mg, P,0; in g 0,9042 0,0064 0.0073 0.0090 0,0092 
Spaltung in % 25,5 38.8 44.2 54.5 55.8 
Zweiter Versuch. 
Tage : 1 4 7 10 12 
Mg, P,0; in g 0,0045 0,0053 0.0076 0,0085 0,0087 
Spaltung in % 27,3 32.1 46,1 51,5 52.7 
Milz. 
Erster Versuch. 
Tage: 1 7 11 
Mg, P,0; in g 0,0954 0.0092 0,0L00 
Spaltung in % 32,7 55,8 60,6 
Zweiter Versuch. 
Tage : 1 4 7 1 
Mg, P, 0, in g 0,0964 0,0089 0,0096 0,0098 
Spaltung in % 38,8 53,9 58,2 59.4 
Niere. 
Erster Versuch. 
Tage: 1 2 4 6 ~ 
Mg, P.O; in g | 0,0076 0,0117 0,0159 90,0152 0,0154 
Spaltung in % 46,1 70,9 90.9 92.1 93,3 
Zweiter Versuch. 
Tage: 1 2 4 6 8 
Mg, P, 0, in g 0,0081 0,0128 0,0152 0,0150 0.0149 
Spaltung in % 49,1 77,6 92.1 90,9 99,3 
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Abb. 2. 


Schliisse. 

1. Entgegen alteren Auffassungen enthalt die Galle ein Enzym, 
und zwar eine Glycerophosphatase von ziemlich starker Wirkung. 

2. Auch der Pankreassaft enthalt Phosphatase, seine Aktivitat 
ist aber nur ungefahr halb so groB wie die der Galle. 

3. Im Magensaft und im Speichel kommt keine Phosphatase vor, 
wahrend Magen-, Duodenal- und Diinndarmschleimhaut sowie die 
Speicheldriise viel Phosphatase enthalten. 

4. Sowohl in der Leber als auch in der Pankreasdriise und Milz 
kommt Glycerophosphatase vor. 

5. Merkwiirdigerweise ist der Phosphatasegehalt der verschiedenen 
Organe ganz unabhaingig von dem ihrer Sekrete. 











Die Widerstandsfihigkeit des Insulins 
gegeniiber einigen Bakterien. 


Von 


A. A. Sehmidt und Klara Tuljtschinskaja. 


(Aus dem Zentrallaboratorium des Metschnikowschen Krankenhauses in 
Leningrad. ) 


(Eingegangen am 5. Dezember 1930.) 


Das Insulin, das wir in den Kliniken und Laboratorien so viel 
gebrauchen, ist, wie man annehmen darf, ein kompliziert gebauter 
Stickstoffkérper, welcher nach seinen chemischen und _ physikaliseh- 
chemischen Eigenschaften eher zu den EiweiBstoffen als zu den Peptonen 
oder Polypeptiden gehért. Das geht unter anderem auch daraus hervor, 
daB es durch proteolytische Fermente sehr leicht zerstért wird. 

Eine ganze Reihe von Autoren haben nachgewiesen, daB Insulin 
sowohl durch Pepsin als durch Trypsin zerstért wird [Witzemann und 
Livshis (1), Epstein und Rosenthal (2), Felix und Waldschmidt- Leitz (3), 
Harteneck und Schuler (4) und andere]. Die Fermente des Darmsaftes 
hingegen bleiben ohne Wirkung auf Insulin. 

Es liegen ferner Angaben tiber die Wirkung der proteolytischen 
Fermente einiger Organe des tierischen K6rpers auf Insulin vor. Be- 
sonders stark inaktivierend wirken die der Leber, der Niere und der 
Milz [A. A. Schmidt und Ssaatschian (5), A.A. Schmidt (6) (7)). Aber 
nicht nur die Wirkung von Fermenten tierischer Herkunft, sondern 
auch von solchen aus Bakterien und Mikroorganismen auf Insulin ist, 
abgesehen von der theoretischen Bedeutung fiir die Aufklirung der 
Konstitution des Insulins, von einer gewissen Bedeutung fiir seine 
Anwendung als Heilmittel. Es kommen bekanntlich Bakteriengruppen 
vor, die nur Peptone und Aminosauren zerlegen, auf EiweiBkérper 
aber nicht einwirken. Es ist méglich, daB es bei einer entsprechenden 
Auswahl der Bakterienarten, die Insulin spalten, gelingen wird, bis zu 
einem gewissen Grade aufzukliren, zu welcher Art von Verbindungen 
dieses gehért. 

In kiirzlich veréffentlichten Arbeiten wird angegeben, daB Insulin 
auch bei der Einfiihrung per os wirken soll [Fornet (8), Stephan (9)]} 
Bei dieser enteralen Einfiihrung ist das Insulin nicht nur der Ein- 
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wirkung einer Reihe von Verdauungssiften, sondern auch zahlreicher 
Bakterienarten ausgesetzt, die im Inhalt des Darmkanals vorkommen. 
Wenn das Insulin in der Tat durch Erepsin, das peptolytische Fer- 
ment des Darmsaftes, nicht zerstért wird, so besteht doch die Még- 
lichkeit, daB es im Darmkanal durch das Bact. coli oder eine andere 
Bakterienart aus der mannigfaltigen Darmflora inaktiviert wird. 

Um diese Frage einer Lésung zuzufiihren, haben wir Versuche 
iiber die Wirkung einiger Bakterien auf die Aktivitaét des Insulins 
angestellt. In der vorliegenden Mitteilung werden nur die Versuche 
mit einigen pathogenen Bakterien und mit denen des Darminhalts 
geschildert. 


Die Wirkung von Bakterienemulsionen auf die Aktivitét des Insulins. 


1. Bact. coli communis. 
Bei der Untersuchung der Einwirkung von Bact. coli auf die 
Aktivitat des Insulins sind wir in folgender Weise vorgegangen. 


Eine 24stiindige Kultur wurde mit einer geringen Menge steriler, 
physiologischer Kochsalzlésung vom Agar abgewaschen. Die erhaltene 
dicke Emulsion wurde mit derselben Lésung bis zu einem Gehalt von 
4 bis 5 Milliarden in 1 cem verdiinnt. Ein Teil dieser Emulsion (1,5 bis 
2,0 cem) wurde auf dem Wasserbad bei 60° im Laufe einer Stunde inaktiviert. 
Die Reaktion der aktiven und der inaktiven Emulsion wurde mit phosphor- 
saurem Natrium bis pq 7,5 (gegen Phenolrot) ins Alkalische verschoben. 
Die Handelslésung des russischen Insulins ,,Pharmakon‘“, die in | cem 
20 klinische Einheiten enthalt, wurde mit physiologischer Kochsalzlésung 
verdiinnt und mit Na,HPO, auf py 7,5 gebracht. Diese Lésung enthielt 
dann 10 Einh. in | cem. 

1 cem der aktiven Bakterienemulsion wurde mit dem gleichen Volumen 
der verdiinnten Insulinlésung vermischt. Diese Fliissigkeit (4) muBte 
dann 5 klinische Einheiten im Kubikzentimeter enthalten. Sie wurde 
24 Stunden lang im Thermostaten auf 37° erwirmt. Ebensolang» wurde 
die Fliissigkeit (2) in den Thermostaten gebracht, die aus gleichen Volumina 
der inaktivierten Emulsion und der alkalisch gemachten Insulinlésung 
bestand. Zur Kontrolle wurden noch zwei Lésungen angesetzt : (C), bestehend 
aus 1 ecem des Insulins vom pq 7,5 + 1 cem_ physiologischer Kochsalz- 
lésung, und (D), leem der aktiven Emulsion + | cem physiologischer 
Kochsalzlésung. Auch diese Lésungen standen, ebenso wie die beiden 
ersten, vor dem Versuch 24 Stunden lang im Thermostaten. 

Am folgenden Tage wurden die Fliissigkeiten aus dem Thermostaten 
genommen und zur Inaktivierung der lebenden Bakterienkulturen . im 
Wasserbad eine Stunde lang auf 60° erwarmt. Da jede Erwarmung bis zu 
einem gewissen Grade zerstérend auf das Insulin wirkt, so wurden auch 
die Kontrollfliissigkeiten, die keine Kulturen enthielten, erwarmt, um die 
als Folge der Erhitzung auftretenden Veranderungen in der Wirksamkeit 
des Insulins auszuschalten. 

Um festzustellen, in welchem Mabe das Insulin unter der Wirkung 
der in den lebenden Bakterien enthaltenen Fermente inaktiviert wird, 
wurden die Lésungen in Mengen von 5 klinischen Einheiten auf | kg des 
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Kérpergewichts, berechnet nach der urspriinglich der Lésung zugesetzten 
Insulinmenge, Kaninchen intravenés injiziert. Die Kaninchen hatten vor 
dem Versuch 24 Stunden gehungert. Das Blut zur Bestimmung des Blut- 
zuckers wurde einmal vor der Injektion der Fliissigkeit und 30, 60, 90 und 
180 Minuten danach entnommen. Die Bestimmung des Zuckers wurde 
nach dem Verfahren von Hagedorn-Jensen (10) ausgefiihrt. Die erhaltenen 
Werte sind in der Tabelle I angegeben. 

Aus dem in der Tabelle I zusammengestellten Material kénnen 
wir entnehmen, daB die Emulsion des Bact. coli communis ohne merk- 
liche Wirkung auf die Aktivitét des Insulins bleibt. Die Fliissig- 
keiten A (lebende Kultur + Insulin), B (getétete Kultur + Insulin) 
und C (Kontrollfliissigkeit aus Insulin ohne Bakterienzusatz) ergaben 
bei den Kaninchen nach intravenéser Injektion eine anndhernd gleiche 
Abnahme des Zuckergehalts. Man darf deshalb annehmen, daB die 
Bakterienemulsion unter den oben geschilderten Bedingungen unfahig 
ist, das beigemengte Insulin zu inaktivieren. Es verdient Erwahnung, 
daB die Emulsion selbst (Fliissigkeit D), 1 bis 3 Stunden nach der In- 
jektion, bei den Kaninchen eine gewisse Erhéhung (12 bis 18°.) des 
Blutzuckers hervorruft. 

Es bestand allerdings die Méglichkeit, daB der Stamm des Bact. coli, 
der lange Zeit im Museum des Laboratoriums aufbewahrt worden 
war, seine pepto- oder proteolytischen Eigenschaften teilweise ver- 
andert hatte und deshalb das beigemengte Insulin nicht unwirksam 
machen kénnte. Zur Gewinnung einer frischen Art isolierten wir das 
Bakterium aus dem Diinndarminhalt eines Hundes. Zu diesem Zwecke 
wurde bei dem Hunde in Narkose die Laparotomie ausgefiihrt und in 
den Diinndarm mit einer Spritze 15 bis 20 cem einer sterilen physiologi- 
schen Kochsalzlésung injiziert. Durch Massage wurde diese Lésung 
mit dem Darminhalt gut vermischt. Dan wurden mit der Spritze 5 bis 
6cem triiber Flissigkeit aus dem Darm entnommen. Aus dem ge- 
sammelten Darminhalt wurde durch Aussaat auf farbige Nahrbéden 
ein Bacillus vom Typ des Bact. coli communis erhalten. 

Fiir den Versuch wurde aus einer 24stiindigen Agarkultur eine Emulsion 
hergestellt, deren Gehalt 4 bis 5 Milliarden in 1 cem betrug. Die Emulsion 
wurde mit Phosphat auf pq 7,5 gebracht. Ein Teil der Emulsion wurde 
eine Stunde lang bei 60° inaktiviert. Die kaufliche Insulinlésung wurde 
mit Na,HPO,-Lésung auf pq 7,5 gebracht. Im Versuch wurden vier 
Fliissigkeiten von folgender Zusarmmensetzung angewandt : 


Flissigkeit A, aktive Emulsion des Bact. coli, vermischt mit dem 
gleichen Volumen des Insulins vom py 7,5. Fliissigkeit B, durch Erhitzen 
abgetétete Emulsion, im gleichen Verhaltnis mit Insulin vermischt. Fliissig- 
keit C, Insulin vom px 7,5, vermischt mit der halben Menge physiologi- 
scher Kochsalzlésung. Fliissigkeit D, aktive Emulsion, vermischt mit dem 
gleichen Volumen an physiologischer Kochsalzlésung. Die Fliissigkeiten A, 
Bund C waren in dem MaBe verdiinnt, daB jede 10 klinische Insulin- 
einheiten im Kubikzentimeter enthielt. Alle vier Fliissigkeiten wurden 
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24 Stunden in den Thermostaten gestellt und dann eine Stunde lang auf 
60° erwarmt. Die Aktivitaét des Insulins wurde an Kaninchen gepriift, 
deren Blutzuckergehalt vor der intravenésen Injektion der Fliissigkeiten 
und 30, 60, 90 und 180 Minuten danach bestimmt wurde. Die gewonnenen 
Werte sind in der Tabelle II zusammengestellt. 


Aus der Tabelle II geht hervor, daB auch das frisch aus dem Darm- 
inhalt erhaltene Bact. coli nicht imstande ist, Insulin zu inaktivieren. 
Es verdient Erwahnung, daB auch in diesem Falle die aktive Kontroll- 
emulsion des Bact. coli bei den Kaninchen eine gewisse Erhéhung des 
Blutzuckers ergab. Diese Erscheinung ist augenscheinlich spezifisch, 
da es uns in Versuchen mit anderen Bakterienarten nicht gelungen ist, 
eine derartige Erhéhung nachzuweisen. 


2. Staphylococcus aureus. 


Aus einer 24stiindigen Kultur von Staphylococcus aureus auf Agar 
wurde mit steriler physiologischer Kochsalzlésung eine Emulsion her- 
gestellt, deren Gehalt 4 bis 6 Milliarden in 1 ccm betrug. Ein Teil der 
Emulsion wurde inaktiviert. Im iibrigen wurden die Versuche in der gleichen 
Art ausgefiihrt, wie in den beiden vorhergehenden Serien. 

Fliissigkeit A, aktive Emulsion des Staph. aureus + Insulin vom 
pu 7.5; Flissigkeit B, inaktive Emulsion + Insulin; Fliissigkeit C, 
Insulin + physiologische Kochsalzlésung, und Fliissigkeit D, aktive Emulsion 
Staph. aureus + physiologische Kochsalzlésung. 

Nach 24stiindigem Stehen im Thermostaten und nach 60 Minuten 
langer Inaktivierung bei 60°, wurden die Fliissigkeiten den Kaninchen 
intravenés injiziert, um die Aktivitét des Insulins darin zu bestimmen. 
Die erhaltenen Resultate sind in der Tabelle III wiedergegeben. 


Die angegebenen Blutzuckerwerte zeigen, daB auch die Emulsion 
aus Staphylococcus aureus unfahig ist, das ihr beigemengte Insulin 


zu inaktivieren. 
3. Streptococcus haemolyticus. 


In der folgenden Versuchsreihe wurde die Widerstandsfahigkeit des 
Insulins gegeniiber Streptococcus haemol. untersucht. Fiir den Versuch 
wurde eine 24stiindige Kultur auf 1 °jiger Zuckerbouillon verwendet. Ein 
Teil der Kultur wurde durch einstiindiges Erhitzen auf 60° abgetétet. 

Auch diesmal wurden, wie in den vorhergehenden Fallen, vier Fliissig- 
keiten von folgender Zusammensetzung hergestellt: Fliissigkeit A, her- 
gestellt durch Vermischen gleicher Volumina der aktiven Bouillonkultur 
und einer mit Phosphat auf py 7,5 gebrachten Insulinlésung. Fliissig- 
keit B, von der gleichen Zusammensetzung wie A, jedoch aus einer in- 
aktivierten statt aus der aktiven Kultur. Fliissigkeit C, Insulin von py 7,5, 
verdiinnt mit dem halben Volumen physiologischer Kochsalzlésung. Fliissig- 
keit D, aktive Streptococcuskultur. Die ersten drei Fliissigkeiten enthielten, 
vor der Erwairmung im Thermostaten, je 10 Insulineinheiten in 1 ccm. 
Alle vier Fliissigkeiten wurden nach 24stiindigem Stehen im Thermostaten 
eine Stunde auf dem Wasserbad auf 60° erwarmt. 

Zur Bestimmung der Aktivitaét des Insulins nach der Einwirkung 
der Bakterienkultur wurden die Fliissigkeiten den Kaninchen intravenés 
injiziert. Die Abnahme des Blutzuckers bei den Kaninchen ist ein MaB 
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fiir die Wirksamkeit des Insulins. Die ermittelten Zuckerwerte sind in der 
Tabelle IV angegeben. 

Die in der Tabelle IV zusammengestellten Versuchsergebnisse 
zeigen, daB von einer Inaktivierung des Insulins durch eine Bouillon- 
kultur von Streptococcus keine Rede sein kann. Die Abnahme des 
Blutzuckers ist bei den Kaninchen nach der intravenédsen Injektion 
einer Mischung von aktiver Kultur und Insulin ebenso deutlich wie 
nach der einer inaktivierten Kultur mit Insulin oder einer Kontroll- 
lésung aus Insulin allein. 

Wir kommen also auf Grund der erhaltenen Resultate zu der 
SchluBfolgerung, daB Emulsionen aus Bact. coli und Staphylococcus 
aureus, sowie die Bouillonkultur des Streptococcus haemolyticus un- 
fihig sind, ihnen beigemengtes Insulin zu inaktivieren. 


Die Wirkung wachsender Bakterien auf die Aktivitét des Insulins. 


Bei den oben beschriebenen Versuchen sollte die Inaktivierung 
des Insulins durch Einwirkung von Bakterienemulsionen oder einer 
Bouillonkultur erreicht werden. Dabei gingen wir von der Erwaigung 
aus, daB in den Bakterien bestimmte pepto- oder proteolytische 
Fermente enthalten sind, welche unter den erwahnten Bedingungen 
eine Spaltung des Insulins herbeifiihren miiBten. Es stellte sich aber 
heraus, daB diese Vermutung nicht zutraf und daB das Insulin bei 
einer derartigen Anstellung der Versuche nicht zerstért wurde. Es 
blieb aber noch die Méglichkeit, anzunehmen, daB Insulin zwar nicht 
durch Bakterienemulsionen oder Bouillonkulturen zerstért wird, aber 
doch im Nahrboden als Baumaterial dient, in denen das Wachstum der 
betreffenden Mikroorganismenart vor sich geht. Deshalb untersuchten 
wir in einigen weiteren Versuchen das Schicksal des Insulins in Nahr- 
béden, in denen verschiedene Arten von Mikroorganismen geziichtet 
wurden. 

Da das Handelsinsulin stets Trikresol als konservierendes Mittel 
enthalt, durch das das Wachstum der Bakterien gehemmt werden 
kann, muBte es vor dem Zusatz zu den Nahrbéden davon befreit werden. 
Das wurde auf folgende Weise durchgefiihrt. 

10 cem des Handelsinsulins ,,Pharmakon* (1 cem = 20 klinische Ein- 
heiten) wurden mit n/10 NaOH gegen Lackmus alkalisch gemacht. Die 
alkalische Losung wurde mit 4% iger Essigséure bis py 4,8 bis 5,0 neutra- 
lisiert. Dabei fiel ein deutlicher Insulinniederschlag aus, der durch Zentri- 
fugieren vollstaindig abgeschieden wurde. Die Fliissigkeit iiber dem ab- 
gesetzten Insulin wurde abgegossen. Der im Reagenzglas verbliebene 
Niederschlag wurde in einer Phosphatpufferlésung von py 7,5 bis 8,0 gelést, 
und die Lésung mit physiologischer Kochsalzlésung auf 10 ccm verdiinnt. 


Jeder Kubikzentimeter dieser Lésung muBte annihernd dieselbe Menge 
Insulin wie die Ausgangslésung, d.h. 20 klinische Kinheiten, enthalten. 
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Zur Aussaat der Bakterien wurde aus vier Volumina Nahrbouillon 
und einem Volumen der beschriebenen alkalischen Insulinlésung ein Nahr- 
boden hergestellt. Dieser wurde an 3 Tagen je eine Stunde auf 60° erwarmt. 
Jeder Kubikzentimeter des Nahrbodens enthielt etwa 4 klinische Einheiten 
Tnsulin. 

Die Versuche wurden mit dem Staphylococcus aureus, Bact. coli 
communis und zwei Anaerobenarten angestellt, die aus Hundefazes 
erhalten wurden. 

1. Staphylococcus aureus. 

Fir den Versuch wurden drei Reagenzgliaser mit folgendem Inhalt 
verwendet : 

1. 4,0cem Nahrbouillon leem einer Phosphatpufferlésung vom 
pu 7,5 bis 8,0; 

2. 6cem Nahrbouillon + 1,5 cem der Lésung von umgefalltem Insulin; 

3. 4cem Nahrbouillon — 1 cem derselben Insulinlésung. 

Die Reagenzglaiser wurden an 3 Tagen je eine Stunde auf 60° erwiirmt. 
Dann wurde in das erste und zweite Reagenzglas Staphylococcus aureus 
ausgesit. Diese beiden Reagenzgliser und das dritte als Kontrolle wurden 
24 Stunden in einen Thermostaten von 37° gestellt. Der Inhalt der Glaser 
mit Staph. aureus wurde durch das Bakterienwachstum getriibt, wiahrend 
das Kontrollglas klar blieb. Nach dem Aufenthalt im Thermostaten wurden 
die Reagenzgliser eine Stunde auf 60° erwairmt und die Aktivitaét des 
Insulins in den einzelnen Reagenzglasern biologisch an Kaninchen bestimmt, 
denen die zu priifenden Flissigkeiten in Mengen von 3 klinischen Einheiten 
Insulin, berechnet nach dem urspriinglichen Gehalt der Lésungen, pro 
I kg des K6érpergewichts intravenés injiziert wurden. Von der Kontroll- 
fliissigkeit aus Staphylococcus-Bouillonkultur ohne Insulin wurden dem 
Kaninchen 1,4 ecm injiziert. 

Die bei den Kaninchen festgestellten Blutzuckerwerte sind in 
Tabelle V zusammengestellt. 

Aus den Werten der Tabelle V geht hervor, daB die drei Kaninchen 
(Nr. 801, 802 und 803), welche die auf der Insulinbouillon geziichtete 
Kultur intravenés erhielten, die gleiche Abnahme des Blutzuckers 
zeigten, wie das Kaninchen (Nr. 800), dem die Insulinbouillon ohne 
Kultur injiziert wurde. Das Kaninchen (Nr. 727), das die Staphylo- 
coceuskultur auf Bouillon ohne Insulin erhielt, zeigte gar keine Ver- 
anderung in der Zuckerkurve. Es ergibt sich also, daB diese Bakterien- 
art auch beim Wachstum unfahig ist, dem Nahrboden zugesetztes 

‘ 
Insulin zu inaktivieren. 


2. Bact. coli communis. 

Auch mit dem Bact. colicommunis muBte der Versuch unter 
Ziichtung auf insulinhaltigem Nahrboden wiederholt werden. Denn 
wie bekannt, ist das Bact. coli die verbreitetste Mikroorganismenart 
in den oberen Teilen des Diinndarms. Deshalb muBte festgestellt 
werden, ob es bei seinem Wachstum Insulin zerstéren kann oder nicht. 
Der Versuch wurde ganz so durchgefiihrt, wie der vorhergehende mit 
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Staphylococcus. Die Resultate der biologischen Auswertung des 
Insulins sind in der Tabelle VI zusammengestellt. 

Die Angaben der Tabelle VI zeigen, daB das Bact. coli communis 
auch unter diesen Versuchsbedingungen nicht imstande ist, irgendeine 
merkliche Inaktivierung des Insulins herbeizufihren. 


3. Anaeroben. 

Da bei den als Anaerobe bezeichneten Mikroorganismen der Stick- 
stoff-stoffwechsel andersartig ist, wurden noch einige Versuche aus- 
gefiihrt, bei denen anaerobe Bakterien auf insulinhaltigem Nahrboden 
geziichtet wurden. 

Die Anaeroben wurden von uns aus Hundefazes gewonnen. 

Eine geringe Fazesmenge wurde mit physiologischer Kochsalzlésung 
gekocht und auf Insulinbouillon ausgesét. Die Kultur wurde in eine Omel- 
jansky-Kerze eingeschlossen, um anaerobes Wachstum zu _ sichern, und 
24 Stunden im Thermostaten stehengelassen. Nach 24 Stunden wurden 
die Glaser mit der Aussaat und die Kontrollglaser mit Insulin eine Stunde 
lang auf 60° erwarmt. Die biologische Auswertung des Insulins in den 
Flissigkeiten wurde an Kaninchen ausgefiihrt. Die Ergebnisse dieser 
Versuche sind in den Tabellen VII und VITI wiedergegeben. 

Im Versuch vom 13. Oktober 1930 (Tabelle VI1) war das Wachstum 
der Kultur unbedeutend, obschon die mikroskopische Kontrolle zeigte, 
daB in der Kultur eine grobe Menge von sporentragenden Bazillen 
enthalten war. Der Nahrboden mit der Kultur hatte keinen Faulnis- 
geruch. Eine Inaktivierung des Insulins durch die Anaeroben wurde 
in diesem Falle, wie die biologische Probe an Kaninchen zeigt, nicht 
beobachtet. 

Dagegen zeigen die Ergebnisse des Versuchs vom 2. Oktober 1930 
(Tabelle VIII) eine Inaktivierung des Insulins. Das Kaninchen (Nr. 800), 
das die Insulinkontrollésung intravendés erhielt, zeigte eine Blutzucker- 
senkung von charakteristischem Verlauf, die beiden Kaninchen (Nr. 802 
und 803), denen die Anaerobenkultur auf Insulinbouillon injiziert 
wurde, zeigten nicht nur keine Zuckerabnahme, sondern auch, ungefahr 
in der Mitte des Versuchs, eine ausgesprochene Hyperglykimie. Dab 
die Hyperglykamie niciit durch die Kultur selbst bedingt wird, sehen 
wir an dem Kaninchen (Nr. 733), das eine Kultur auf Bouillon ohne 
Insulin erhielt: es zeigte wahrend des ganzen Versuchs (3 Stunden) 
keine merkliche Veranderung im Zuckergehalt des Blutes. 

Das Resultat dieses Versuchs hangt, wie man annehmen darf, 
ausschlieBlich von der Art des bzw. der geziichteten Anaeroben ab. 
Die Kultur wies nach dem Wachstum den charakteristischen Faulnis- 
geruch auf. Dieser Umstand veranlaBt uns zu der Annahme, dab 
Faulnisbakterien unter entsprechenden Bedingungen eine Spaltung des 
Insulins unter Inaktivierung herbeifiihren kénnen. 


24* 








AnyUy sqorsvuy 4 












TOT Lél SOT 16 101 “ O09 tyusuy -}- UOTTIMOg Woe ¢*| O'CF61 08 XG 
inyuy aqosevue + 
cll e9T Fal 16 OTT ~ OF UrpNsuy ++ UOT[Mog Wd (| O'S89E I 608 XG 
s¢ Lat 9g 69 Lit "qa 9g uipusuy -- UOTTINoOg Wd F'T 0181 OOS ‘X% 
£01 TT s0T OT Tl ANA[NY sqolevay -- UOT[Inog WI GT ~ ('ECéT G2 XG 
2 “UN OST “UN 06 WH oo “UN 08 WH 0 Bana I : Hoyissnja wosayzifuy ee iin “aN O861 
7. O/o-4u1 ul Aoyouzinig sap otuaK dep Aunzjosusmuesnz pun sua, 104209 uayouruny wine 
7 9 ¢ t £ z 1 
g 
= TILA P19 
¢ AnjUy sqouevue +- 
2 odugy — ae 9F 99 Fel “ gf ulusuy + uormog woo gy‘ OOFST =—- LL ‘X's! 
» Angjny eqorevue +- 
r 6L OF SF 6L Tet " 6g ulpneuy + UoT[INog wos ¢*] O'OFLI F08 X ‘8! 
5 anj[Ny eqoresue -+- 
- LL ge gg *9 cZl “09 ul[nsuy + UOoTTINog UID C*] 0 010% €08 ‘XE 
< 99 cf 19 g9 Sl YUN Bg) AMSUY + UOT[MOg UD HF] 0°0261 008 ‘X81 
< Angry 
TT 601 oot col ITT = Sqo1aBUB -|- MOTO wWdd OF] 0°0S61 §&L *X ‘€I 
“UI OST “UT O06 | “UN O9 | UT OF “UI O sur[nsuy om . i 3 “IN O86T 
3 ; at pelle NO cata | Pe HeyFissn[y Uasorzfuy 
UNyI@UIULY 0/-8ur UL toyouzZ NIG pen goal lop Sunzjesuewuuesnz pun aus, | ee uayouyury winje( 
L 9 j “¢ t £ é I 





362 


“ITA 911999 L 









es veovuess 








Widerstandsfahigkeit des Insulins gegeniiber Bakterien. 363 


Die oben angefiihrten Versuchsergebnisse tiber die Wirkung einiger 
Bakterien auf die Aktivitét des Insulins fiihren uns zu der SchluB- 
folgerung, daB die Mehrzahl der von uns untersuchten Mikroorganismen- 
arten unfahig ist, Insulin zu inaktivieren. Insulin wird augenscheinlich 
nur dann inaktiviert, wenn giinstige Bedingungen fiir das Wachstum 
der Faulnisbakterien vom Typ der Anaeroben vorliegen. Der Umstand, 
daB nicht alle Bakterien Insulin inaktivieren, muB so gedeutet werden, 
daB fiir die Inaktivierung die Zersté:ung des Molekiils, d.h. seine 
hydrolytische Aufspaltung, nétig ist. Bei der Hydrolyse durch Bakterien 
muB man in Betracht ziehen, dab nicht alle Bakterien die gleichen 
Fermente des Stickstoff-stoffwechsels aufweisen, sondern daB sie sich 
in zwei Gruppen einteilen lassen [Hirsch (11)], von denen die eine das 
Bact. proteus vulgaris, den Micrococcus pyogenes, den Bac. mesentericus 
vulgaris und andere umfaBt, die zur Spaltung von nativem Eiweib 
fahig sind, da sie proteolytische Fermente aufweisen. Die zweite Gruppe 
umfaBt die Bakterien, die nur die Zerfallsprodukte der Eiwei8kérper 
spalten, d. h. die Peptone und Aminosauren, wihrend die EiweiBkérper 
selbst nicht angegriffen werden. Diesen Bakterien fehlt das proteolytische 
Ferment, sie weisen nur das peptolytische auf, weshalb sie auch als 
peptolytische Bakterien bezeichnet werden. Zu ihnen gehéren der 
Diplococcus magnus anaerobicus, der Bac. prodigiosus, das Bact. coli 
und der Streptococcus pyogenes und andere. 

Wenn wir also die Resultate unserer Versuche zusammenfassen, 
so kommen wir erstens zu der SchluBfolgerung, daB das Insulinmolekiil 
augenscheinlich so kompliziert gebaut ist, daB es durch peptolytische 
Bakterien nicht zerstért werden kann, sondern daB zu seiner Spaltung 
nur Bakterien befahigt sind, die proteolytische Fermente enthalten. 
Diese Annahme wird durch den Versuch vom 2. Oktober 1930 (Ta- 
belle VIII) bestatigt, bei dem das Insulin der Wirkung von aus Hunde- 
fazes erhaltenen Faulnisbakterien ausgesetzt wurde. Es besteht Grund 
zu der Annahme, daB diese Bakterien solche von proteolytischem 
Charakter waren. Zur endgiiltigen Aufklarung des Verhaltens der 
Bakterien gegeniiber Insulin reichen unsere Versuche bei weitem nicht 
aus. Es miiBbten vor allem die Bakterienarten eingehend untersucht 
werden, die zur Inaktivierung des dem Nahrboden zugesetzten Insulins 
fahig sind. Ferner miiBten die Versuche so angestellt werden, daB die 
Bakterien auf einen Nahrboden ausgesit werden, der ausschlieBlich 
aus Insulin und Salzen besteht. Man darf hoffen, daB sich bei einer 
derartigen Anstellung der Versuche die chemische Natur des Insulins 
naher aufkliren lassen wird. Die Resultate dieser Versuche werden 
wir in einer anderen Arbeit mitteilen. 

Ferner hat sich bei unseren Versuchen herausgestellt, daB Bact. 
coli nicht imstande ist, im Nahrboden enthaltenes Insulin zu spalten. 
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Das ist deshalb von Bedeutung, weil das Insulin bei der Einfiithrung 
in den oberen Abschnitt des Darmkanals, in welchem von den Bakterien 
unter normalen Bedingungen das Bact. coli iiberwiegt, nicht inaktiviert 
wird, wenn es durch die Fermente des Darmkanals noch nicht ge- 
spalten ist. Wenn das Insulin aber in den Dickdarm gelangt, in dem 
die Flora an Faulnisbakterien sehr reich ist, so bleibt es unter der 
Wirkung der in diesen enthaltenen proteolytischen Fermente wahr- 
scheinlich nicht unversehrt. 


SchluBlolgerungen. 

1. Es wurde eine Reihe von Versuchen tiber die Wirkung ver- 
schiedener Bakterien auf die Aktivitét des Insulins angestellt. 

2. Mikroorganismen, wie Bact.coli communis, Staphylococcus 
aureus, Streptococcus haemolyticus und einige anaerobe Bakterien 
aus den Hundefazes sind zur Inaktivierung des Insulins unfahig. 

3. Es gelingt aber unter bestimmten Bedingungen aus Fiazes 
Faulnisbakterien zu erhalten, welche Insulin sehr energisch zerst6ren. 

4. Es wird die Vermutung ausgesprochen, daB das Insulin durch 
die Mehrzahl der untersuchten Bakterien deshalb nicht inaktiviert 
wird, weil diese Bakterien zur Gruppe der peptolytischen gehéren, 
d.h. zu den Bakterien, denen die proteolytischen Fermente fehlen. 
Wenn dies in der Tat der Fall ist, so darf man annehmen, daB der Bau 
des Insulinmolektils dem des Eiweifmolekiils nahesteht. 

5. Da dem Nahrboden zugesetztes Insulin durch das Bact. coli 
nicht zerstért wird, vermuten wir, dab es beim Eintritt in den Diinndarm 
durch dessen Flora gleichfalls nicht inaktiviert werden kann. 
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Die Kinwirkung des Ptyalins auf Stirke. II. 
Elektrolyteinfliisse. 


Von 


J. R. Broeze. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Reichsuniversitat zu Leiden.) 
(Eingegangen am 6. Dezember 1930.) 


Mit 11 Abbildungen im Text. 


In dieser Zeitschrift! wurde eine Methode zur Messung des Starke- 
abbaues durch Ptyalin mit dem Ostwaldschen Viskosimeter beschrieben 
und die jetzt vorliegende Mitteilung iber den EinfluB der Neutralsalze 
auf diesen Abbau in Aussicht gestellt. 

lriiher sind schon mehrere Salze in bezug auf ihren EinfluB auf diese 
Knzymreaktion untersucht worden. Michaelis und Pechstein® fanden, daB 
elektrolytfreie Amylase ganz unwirksam war. J. Temméinck (roll* fand, 
daB Halogenide die Amylasewirkung stirker férdern als Sulfate, diese 
wieder starker als Nitrate; Verschiedenheit der Wirkung der Kationen hat 
er nicht gefunden. 

Auch fiir andere Enzyme sind Versuche iiber den EinfluB  ver- 
schiedener Salze angestellt worden. Da erstens nicht immer die gleichen 
Salze untersucht worden sind, zweitens nicht immer die pq der Reaktions- 
fliissigkeit beachtet wurden, erschien es mir wiinschenswert, den Einflub 
einer Reihe von Salzen auf eine spezielle Enzymreaktion zu untersuchen, 
indem ich dabei immer bei demselben py arbeitete. 

Da Zufiigung eines Puffergemisches bei meinen Versuchen nicht 
méglich war, wurde jedesmal das py der Fliissigkeit bestimmt. Zu 5 ccm 
der Fliissigkeit wurden fiinf Tropfen Bromthymolblau gefiigt und die Farbe 
verglichen mit einer Versuchsreihe, welche hergestellt worden war aus 


' Diese Zeitschr. 204, 286, 1929. 
2 Ebendaselbst 59, 77, 1914. 
3 Arch. Néerl. de Physiologie 2, 517, 1918. 
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Mischungen von Na,HPO, und NaH,POQO,. ebenfalls unter Zusatz von 
fiinf Tropfen Bromthymolblau. Diese Mischungen hatten ein py von 6 bis 7,6. 

Um auch die Triibung der Starkelésung zu_ beriicksichtigen, wurde 
die Anordnung so getroffen, daB hinter dem Rohr mit dem Phosphat- 
gemisch ein Rohr mit Starkel6sung (ohne Indikator) angesetzt wurde. 
Die Farben sind dann genau zu vergleichen. Jedesmal war die Farbe griin. 
einem py von 6,8 entsprechend. 


Weil nach meinen friiheren Untersuchungen die Ptyalinwirkung 
sich als gut erforschbar erwiesen hatte, habe ich den EinfluB mehrerer 
Salze auf diese Reaktion untersucht. 


Uberdies ist der EinfluB der Salze auf die Starke selbst bekannt (//. G. 
de Jong'). Aus seinen Untersuchungen ergab sich nach Hinzufiigung des 
Salzes eine Erniedrigung der Viskositat des Starkesols, abhangig von 

Hexolsalz  PtCl, CoC. Pat, 


der Wertigkeit des Kations: rr > > 
’ ” ~ 


(Bei Zuftigung in aquivalenten Mengen erniedrigt also ein mehrwertiges Nalz 
die Viskositaét des Starkesols immer mehr, vgl. Abb. 1). Die Erniedrigung 
wird verursacht von der Entladung des Sols. Bei einer bestimmten Kon- 
zentration fand sogar eine Umladung mittels Hexolsalz statt, welche durch 
eine Erhéhung der Viskositaét erkennbar war. 


> NaCl. 


Am meisten fallt bei der Ptyalinwirkung auf, daB in nahezu elektrolyt- 
freiem Milieu die Wirkung sehr gering ist, und daB gerade, wenn die 
Elektrolytkonzentrationen (z. B. 1/,, 1, und 1 Milliiquivalent) sehr 
klein sind, wobei, wie bekannt, die Starketeilchen am meisten 
entladen werden, die Enzymwirkung kraftig geférdert wird.  Vor- 
liegende Untersuchungen wurden nun angestellt, um zu_ priifen, ob 
diese Erscheinungen miteinander zusammenhingen, mit anderen Worten, 
ob die Ladung des Substrats (eben die Kolloidteilchen der Starke) 
einer der wesentlichsten Faktoren ist, welche die Schnelligkeit der 
Enzymwirkung bestimmen. 

Ware dies der Fall, so miiBten bei einer Vergleichung des Einflusses 
der verschiedenen in aquivalenten Mengen zugesetzten Elektrolyte 
folgende RegelmaBigkeiten bemerkbar werden: 

1. Bei zunehmender Wertigkeit der Kationen wiirde die Reaktions- 
geschwindigkeit gréBer werden. 

2. Steigende Wertigkeit der Anionen wiirde ohne Einflu8 sein. 

3. Lyotrope Einfliisse der Kationen wiirden fehlen. 

4. Lyotrope Einfliisse der Anionen wiirden ebenfalls nicht auf- 
treten. 

In der vorliegenden Mitteilung wird iiber meine Erfahrungen 
betreffs dieser vier Punkte kurz berichtet. 


' Rec. Trav. Chim. des Pays Bas 5, 191 bis 195. 
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Methodik'. 

Die Starkelésung wurde auf die bekannte Weise hergestellt (eine ab- 
gewogene Menge Amylum solubile (/erck) wurde mit wenig destilliertem 
Wasser angeriihrt, in Wasser gegossen, das gerade gekocht hatte, dann 
wahrend 20 Minuten gekocht, abgekiihlt und mit destilliertem Wasser auf 
ein bestimmtes Gewicht gebracht, so daB eine 2°,ige Lésung entstand) 
und dann dialysiert. Das Dialysieren geschah in einem Sterndialysator; 
500 cem Sol wurden wahrend 24 Stunden gegen 10 Liter Wasser bei Zimmer 
temperatur dialysiert. 

Auch die Speichellésung wurde gegen 10 Liter destilliertes Wasser 
dialysiert. 

Da die Starkel6sung sich den Salzen gegeniiber genau so verhielt 
wie bei den obengenannten Untersuchungen, war sie jedenfalls nahezu 
salzfrei, da sonst nicht Salzkonzentrationen von 0,2 Milliaiquivalent 
Unterschiede in der Viskositaét aufweisen kénnten. Auch die Speichel- 
lésung war entsprechend salzfrei. 

Fiir jede Versuchsreihe wurde neues Starkesol und neues Ptvalin 
benutzt. Nur die Zahlen einer Versuchsreihe sind daher genau miteinander 
zu vergleichen. 

Ob absolut salzfreie Speichellésung ohne EinfluB ist auf absolut 
salzfreie Starke, habe ich nicht priifen kénnen. Dennoch habe ich stets 
eine geringe und jedesmal wechselnde Wirkung in meinen Nullversuchen 
konstatiert (Erniedrigung der Kennzahl von 100°, bis héchstens 92°, 
innerhalb 30 Minuten). Ich bin geneigt, das der Anwesenheit von 
Elektrolytspuren zuzuschreiben. Die Nullversuche sollen im folgenden 
nicht weiter angefiihrt werden. 


Berechnung der Resultate. 
Die Berechnung geschah auf dieselbe Weise wie friiher. Folgende 
Mischungen wurden hergestellt : 


1. 25eem Starkesol, 25 com Wasser 


& 3s i os - . lOcem Salzlésung 
Ss TH w« ~ = ie ; ee oe - » 10 cem 
’ dialysierte Speichell6sung 


Jeder Lésung wurden nacheinander 10 ccm entnommen und in dem- 
selben Viskosimeter die betreffenden DurchfluBzeiten bestimmt. Bei 
jeder Messung der Lésung 3 wurde die Zeit notiert; zum SchluB wurde 
dann eine Kurve aus diesen Zeiten und den dazu gehérenden Zahlen fiir 

(4 1) ; a? ; sata 
100. entworfen, wobei 7 die Viskositat der Losung 3, 7, die Vis- 
\V i) 
0 
kositat der Lésung 2 bedeutet. 


1 Betreffs der Methodik der Viskositatsmessungen vel. diese Zeitschr. 
204, 286, 1929. 
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EinfluB der Kationen verschiedener Wertickeit. 


Zuerst wurde untersucht, ob die Salze mit gleichwertigen 
Kationen die Enzymwirkung auf dieselbe Weise beeinflussen. 
Dazu werden miteinander verglichen: LiCl, KCl, NaCl und MgCl,, 
BaCl,, CaCl,, in den Konzentrationen 0,25 und 0,5 Milliaquivalent. 
Alle diese Salzzusaétze zeigten untereinander keinen Unterschied. 
Die in der Einleitung unter 3. genannte RegelmaBigkeit trifft 
also zu. 

Darauf wurden miteinander verglichen Salze mit demselben Anion, 
aber mit Kationen verschiedener Wertigkeit: 

1. KCl MgCl,, Co(N H,),Cl, (Luteo-kobaltchlorid). 

2. KNO,, Ba(N O,),. La(N O,),. 

3. Li, SO, MgSQ,. 

Die Endkonzentration des Salzes war jedesmal | Millidquivalent. 

Jedesmal gab die Starkelésung selbst mit den Elektrolyten eine 
Viskositatserniedrigung, abhangig von der Wertigkeit des Kations, 
genau so, wie es Abb. 1 zeigt. Nehmen wir diesen Wert der Viskositat 


als Anfangsviskositat (also fiir jeden Salzzusatz eine andere Anfangs- 


+ 
 « 








Aennzah/ 











ou, ry > 7 ‘ c 


77. 2g. 


Abb. 1. 


viskositat) und vergleichen wir hiermit die betreffenden Viskositaten 
zu den verschiedenen Zeiten, so finden wir, wenn wir diese Zahlen 
in einer Kurve wiedergeben, daB, obzwar die Wertigkeit des anwesenden 
Kations einen deutlichen EinfluB auf die Geschwindigkeit im Sinne 
der unter 1. der Einleitung angedeuteten RegelmaBigkeit hat, der 
Unterschied jedoch so klein ist, daB man daran zweifelt, ob die 
Substratladung der bedeutendste Faktor fiir die Geschwindigkeit 
der Enzymreaktion ist (Resultate siehe Tabelle I, I, und III 
und Abb. 2). 
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Wir haben auch noch untersucht, wie die Enzymwirkung von 
Hexolsalz in verschiedenen Konzentrationen beeinfluBt wird, wobei, 
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wie friiher gesagt, eine Umladung des Starkesols stattfindet. Die Kon- 
zentrationen des Hexolsalzes waren: 0,16, 0,4 und 0,2 Millidquivalent. 
(Aus der Abb. 3 ergibt sich, daB die Starke in der Tat umgeladen wird'!.) 
Aber die Geschwindigkeit V der Enzymwirkung nimmt mit gréBerer 
Konzentration des Salzes genau so zu, wie es z. B. der Fall ist bei KCl 
oder NaCl? (vgl. hierzu Tabelle IV und Abb. 5). Von der Umladung 
zeigt sich bei der Enzymreaktion nichts. 


Lyotrope Einfliisse bei der Enzymwirkung. 
Aus einigen Vorversuchen war es jedoch deutlich geworden, dab 
die verschiedenen Anionen verschiedenen EinfluB auf die Enzymwirkung 
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1 Vgl. H.G.de Jong, Rec. Trav. Chim. d. Pays Bas 5, 191 bis 195; 
Samec, Kolloidchemie der Starke, 8. 274 bis 275. 

2 Aus der Abb. 4 ergibt sich, wenn in horizontalen Reihen die Erniedri- 
gungen der Viskositat verglichen werden, daB diese sich etwa verhalten wie 
4:10:25. Dies ist als MaB fiir die Geschwindigkeit V der Abb. 5 benutzt. 
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austiben, und zwar schon in den angewandten sehr kleinen Konzentrationen. 


Es wurden daher Versuche angestellt, um dieses naher zu untersuchen. 
Zu diesem Zweck sind die folgenden Salzzusitze verwendet worden: 
KNO,, K,SO, KCl: 
KSCN, KNO,, K,SO,, KCl: 


BaCl,, Ba(NO,),, Ba(SCN),: 


10 Milliaquivalente, Tabelle V 

O05 - a VI, Abb. 6 
KSCN, KNO,, K,SO,, KCl: 30 
KF, KCl, KNO,, KSCN: 


VII, ae 
=, « 8 
x, a 


Die Resultate wiesen auf eine lyotrope Reihe hin, nur daB das 
SO,-Ion nicht an der gew6hnlichen Stelle stand und dazu wechselnd; 
in Abb. 6 zwischen Cl’ und NO;, in Abb. 7 nach CNS’. 
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Daraufhin wurde untersucht, 
ob das SO,-Ion vielleicht bei der 
Dehydratisierung des  Starkesols 
mittels Alkohol auch diese ab- 
weichende Stelle einnahm. Das 
war aber nicht der Fall. Bei dieser 
Dehydratisierung ergab sich die 
gewohnliche lyotrope Reihe Sulfat 

- Chlorid Nitrat Rhodanid. 
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EinfluB der negativen lonen verschiedener Wertigkeit. 


Eine Erklarung der gesonderten Stellung des SO,-lons kénnte 
vielleicht auf seiner doppelten Ladung beruhen, in dem Sinne, dab 


es als starker entladendes lon auf einen positiven Komponenten des 
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Knzymsystems selbst eine gréBere beschleunigende Wirkung hatte 
als die bis jetzt untersuchten einwertigen Kationen. 

Versuche mit K,Fe(CN)g und K,yFe(CN)g, wo die Anionenladung noch 
gréBer ist, gaben keine brauchbaren Resultate, da hier die pq nicht konstant 
zu halten waren. 
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Besonders geeignet zur Beantwortung der vorliegenden Frags 
erschien uns eine Vergleichung des Einflusses der folgenden drei 
organischen Sulfoséuresalze : 


A. Methansulfosaures Natrium: CH,S0,Na, 
B. Athan, 1, 2-disulfosaures Natrium: CH,SO,Na 
CH,S8O,Na, 


C. Propan, |, 2. 3-trisulfosaures Natrium: CH,SO,Na 
| 
CHSO,Na 
| 
CH,SO,Na. 
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Man darf vermuten, dab bei aquivalenten Konzentrationen der 
lyotrope EinfluB von A, B und C annahernd gleich ist, ist doch das 
Molekulargewicht von B sehr anniihernd doppelt so grob, von C 
dreimal so groB wie das von A. 

Prot. Dr. H. J. Backer aus Groningen war so freundlich, diese und auch 
noch die zwei folgenden Sulfosiuresalze : 

D. Methionsaures Kalium. . . . . . . CH,(SO,K)., 

Kk. Methanol-trisulfosaures Kalium . . . C(QH)(SO,K), 
fur uns in seinem Laboratorium herzustellen, wofiir ich ihm an dieser Stelle 
meinen aufrichtigen Dank ausspreche. 

Es wurden Versuchsreihen ausgefiihrt mit A, B, C und mit A, 
D, E. Siehe hierzu Tabelle X und XI, Abb. 10 und 11. 

Aus diesen Versuchen ist ersichtlich, daB die Wirkung von A, B 
und C die gleiche ist, so daB die steigende Wertigkeit des Anions keinen 
KinfluB auf die Geschwindigkeit der Enzymreaktion ausiibt. D und E 
zeigten einen Unterschied. Die Konstitution von D und E_ weist 
auch gegentiber A einen gréBeren Unterschied auf als B und C, so dab 
lyotrope Einfliisse héchstwahrscheinlich dafiir verantwortlich zu 
machen sind. 

Die absonderliche Stellung des Sulfations ist also jedenfalls nicht 
auf seine Zweiwertigkeit zuriickzufiihren. 


EinfluB der Salze auf die Flockenformung. 

Wie schon friiher mitgeteilt wurde, wird die Reaktion nach einiger 
Zeit immer gehemmt, und zu gleicher Zeit treten Flocken auf!. Bei 
den sehr kleinen Salzkonzentrationen treten nicht sofort Flocken auf, 
sondern die Fliissigkeit triibt sich nur starker. Nach meiner Meinung 
miissen die verschiedenen Salze auch den Zeitpunkt des Anfanges 
der Flockenbildung beeinflussen, ebenso wie sie die Geschwindigkeit 
der Enzymwirkung beeinflussen. 

Bei 30 Milliaquivalent fand ich fiir dieses Auftreten der Flocken- 


bildung: 
F’ Cl’ > NO,’ > J’ > SCN’ > ohne Salz (K-Salze) 
Cl’ > NO,’ (Mg-Salze) 
NO,’ > cr (Ba-Salze) 
(> friiheres Auftreten einer Flockenbildung). 


La(NQ,), und AgNO, wirken viel schneller flockenbildend. Bei ver 
schiedenen kleineren Salzkonzentrationen war die Reihenfolge der starkeren 
Triibung der frisch bereiteten Gemische: 

ar > NO,’ > J’> SCN’ > ohne Zusatz (K-Salze) 
(> bedeutet starker getriibt). 


' Diese Zeitschr. 204, 292, 1929. 
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Zusammenfassung der Versuchsergebnisse. 

1. Es wurde in vergleichenden Serien untersucht, wie schnell 
der Ausdruck 9s -%,/H_ prozentual mit der Zeit abnimmt bei der 
Einwirkung von dialysierter Ptyalinlésung auf das Sol von Amylum 
solubile unter dem EinfluB von geringen zugesetzten Elektrolyt- 
quantitaten. 

2. Wahrend ohne Elektrolytzusatz die Geschwindigkcit sehr gering 
ist, wird sie durch auBerst kleine Konzentrationen aller untersuchten 
Elektrolyten (also nicht nur durch Chloride) stark erhdéht. 

3. Diese Erhéhung ist nur wenig stairker, wenn die Valenz des 
Kations steigt : 

MgCl, CO(NHy)Ch Ba(NO,), — La(NO,)s_ 
. 3 i es lille i il 
Li, SO,< =) 


(KCl< 


4. Beim Wechsel der Valenz des Anions ist die Erhéhung etwa 

dieselbe : 
C,H,(SO,Na), C,H.(SO, Na), 
(CH,SO,Na = _ a : Me : 3 : ¥, 
2 3 

5. Kationenlyotropie ist in dieser Erhéhung der  Reaktions- 
geschwindigkeit nicht zu erkennen: 
IgCl, CaCl,  BaCl, 


» » » 


\ 
(LiCl = NaCl = KCL: ). 
6. Bei den einwertigen Anionen nimmt die Erhéhung der Ge- 
schwindigkeit zu gemaB einer lyotropen Reihe: 
(etwa: CNS-NO,—Cl, F). 
7. Das SOj-Ion fallt aus der gew6hnlichen lyotropen Reihe heraus. 
8. Auch bei der Flockenbildung oder Triibung des Starkesols 
bei der Selbsthemmung der Enzymreaktion kam dieselbe Anionen- 
lyotropie zum Vorschein. 


SchluBfolgerung. 


Das Ziel obiger Versuche war, zu untersuchen, ob der kapillar- 
chemische Zustand der kolloiden Substratteilchen einen tiberwiegenden 
EinfluB ausiibt auf die Geschwindigkeit der Enzymreaktion, insbesondere, 
ob die starke Erhéhung der Reaktionsgeschwindigkeit durch kleine 
Konzentrationen verschiedener Elektrolyte zusammenhangt mit der 
Entladung der negativen Kolloidteilchen. 

Zwar ist in meinen Versuchen eine Andeutung einer Kationen- 
valenz regelmaBig bemerkbar, jedoch ist dieselbe nicht ausgesprochen, 
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so daB wir zégern, der kapillarelektrischen Ladung einen tiberwiegenden 


EinfluB zuzuschreiben. 


Die Deutung der schon in kleinen Konzentrationen zu 


kon- 


statierenden Anionenlyotropie ist auch mit Schwierigkeiten verkniipft. 
Dieselbe fehlt im elektroviskosen Effekt bis 5 Milliaquivalent, ist jedoch 
bei héheren Konzentrationen nach unver6ffentlichten Versuchen von 
Kruyt und Edelman bei etwas héheren 
50 Milliaquivalent) auch in der Viskositaét des Starkesols bemerkbar. 
Sie ist in derselben Reihenfolge wie bei meinen Versuchen zu beob- 


Konzentrationen (10 bis 


achten, mit Ausnahme des Sulfations, das an der gewéhnlichen Stelle 


der lyotropen Reihe liegt. 


Die Anionenlyotropie kommt bei der Ptyalinwirkung jedoch schon 
in Konzentrationen von 0,5 Milliiquivalent zum Vorschein. 
Mit meinen Versuchen stimmt auch iiberein, daB die Kationen- 


lyotropie (Li--Na—-K) nur unbedeutend ist. 


Wir kénnen uns also dem Eindruck nicht entziehen, daB ein Teil, 
vielleicht der gréBte Teil, der hier aufgedeckten Elektrolyteinfliisse 
nicht nur auf kapillarchemischen Anderungen der Amylumteilchen 
beruht, sondern auch das Enzymsystem selbst sich andert im Sinne 


gréBerer Aktivitat. 


Prof. Dr. H.G. Bungenberg de Jong hat 


mur 


bei 


meinen Unter- 


suchungen immer mit seinem Rat beigestanden, wofiir ich ihm meinen 


herzlichsten Dank ausspreche. 


Tabelle 1. 


Endkonzentration der Salze: 1 Milliaéquivalent. 





Mischung 


L. 
25 cem dial. StarkelOsung + 25 cem 
Wasser 


Il. 
25cem dial. Starkelésung + 15 cem 
Wasser + 10cem LigSO,-Losung 
ITT. 

25 cem dial. Starkelésnng + 15 cem 
Wasser + 10cem MgS0,-Losung 
IIa. 
25cem dial. Starkelisung + 5 cem 
Wasser + 10cem Li,SO,-Lésung 
+ 10cem dial. Speichellosung 
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Zeitverlauf 


“Min 


a 


61/, 
10 
14 
18 
225 
26'/, 
30° 


y° 
13° 
213), 
25° 
9aQas': 
295), 


Ho und 7 
a b 
1,246 | 1.247 
1,246° 
1.206 1,209 
1,278 
1,202 1,204 
1,203 
1,294 1,205 
1,204 — 
1.294 1,295 
1,292 | 1,292 
1,292 1,202 
1,201 1,201 
1.200 1,199 


100 - 
No — 1 


Kennzahl 


a b 


100 
84,2 
$2.1 


98,3 98.7 
98,3 — 

98,3 98,7 
97.4 974 
97,4 97.4 
96.8 968 
96,4 958 


1 
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Tabelle I (Fortsetzung). 








Zeitverlauf no und 7 100 - 
Mischung - 
Min Kennzahl 
a b 
i b a b 
Illa 6 5 1.197 1,199 96.9 97.9 
25cem dial. Starkelosung + 5cem_ 10° 9*/, | 1,193 | 1,291 || 95,0 | 99,0 
Wasser + 10cem Mgs0O,-Losung 14° 13° 1192 1.192 945 94,5 
+ 10cem dial. Speichellosung 1S*), | U7*j, || 1491 | 1,391 93.9 9389 
22 211/, | 1,188 | 1,199 | 92.5; 97.9 
26 25°/, 1,187 1,190. 92.1 G35 
Tabelle Il. 
Endkonzentration der Salze: 1 Milliiquivalent. 
. ‘ . " 1 
Zeitverlauf und » 100 - : ; 
Mischung : 
Min. Kennzahl 
a b 
a b a t 
I. 1.247 1,246 LOO 
25cem dial. Starkelosung + 25 cem 1.2465 
Wasser 
II. 1294 1,292 §2.5 
25ecem dial. Starkelosung + 15 c¢em 1.203 
Wasser + 19¢cem KCl-Losung 
ill. 1196 1,197 79,6 
25 cem dial. Starkelosung + 15 cem 1,196 
Wasser + 19%cem MgCly-Losung 
cs: 1.190 1,191 77,2 
25 cem dial. Starkel6sung + 15 cem 1,190 
Wasser + 10 cem CoCly-Losung 
Luteokobaltehl.) 
II a. 6 6 1.169 1,168 833 82.8 
25cem dial. StarkelOsung + Seem 10°, 10 1,146 | 1,147 || 72,0 | 72,5 
Wasser + 10cem KCl-Lésung 14°, 13%), 1,133 1,133 65.6 65,6 
+ l%eem dial. Speichellésung 18° 17*/, 1,126 1,123 62,1 60,6 
221/, | 214/, |, 1,118 1,116 DS, 1 57.1 
25 24! 1,114 1,110) 56.2 | 543 
2g1 28 1111 1,108 |) 54,7 | 53,2 
IIl a. 6 53/, | 1,154 1,159 78.4 80.9 
25eem dial. Starkelisung + 5cem_ 108 + 1.135 1.139 68.7 | 70.7 
Wasser + 10cem MgCl,-Lésung 14 13 1123 1,126 62,6 64,1 
+ 1Ncem dial. Speichellosung 175 16° 1.115 1.118) 58.5 | 69,1 
21 20 1110 1.111 56.0 564 
245 238 1.106 1.198 53.9 54.9 
281), | 27 1.103 1.104 524 52.5 
305 (1.105) (53.4) 
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Tabelle 11 (Fortsetzung). 
Zeitverlauf Ho und 7 100 - - ; 
Mischung 

Min. b Kennzah! 

a b ; a b 
IV a. 6° 6 1,145 1,148 66,1 77.6 
25 cem dial. Starkelosung + 5cem 10}/, gy 1,128 | 1,130 67.3 683 
Wasser + 10cem CoCl,-Losung 14 13 1116 1,120 508 | 629 
+ 10cem dial. Speichellésung 17° 16° 1,110 | 1,111 77,7 | 58.2 
211), 20 | 1105 1,106 55.2 55.6 
245), | 235 1,103 1,104 53.0 54,6 
281), 27'/, (1,106) (1,106) (55,6) (55,6 

Tabelle Ill. 


Kndkonzentration der Salze: 1 Milliacqjuivalent 





Mischung 


4 
25 cem dial. Starkelésung 25 cem 
Wasser 
I. 


25 cem dial. Starkelosung + 15 ecm 
Wasser 10cem KNO,.-Lésung 


ITI. 
25cem dial. Starkelisung + 15 ccm 
Wasser + 10 com Ba(N Os).-Loésung 


IV. 

25 cem dial. Starkelosnng + 15 cem 
Wasser + 10 cem La(N Og)3-Losung 
IT a. 
25cem dial. Starkelosung + 5 eem 
Wasser + 10ccem KNOs - Lésung 
+ 10cem dial. Speichell6sung 


II] a. 
25cem dial. Starkelésung + 5 ccm 
Wasser + 10 cem Ba( N 0O,),-Losung 
+ 10cem dial. Speichellosung 


Zeitverlauf 


Min 


4 b 
7? 7 
11°, 10°/, 
15 14!, 
19'/, | 18%), 
99 91: 
aaa | ama? 
26! ‘ 255 
30*/, | 29 
6 5® 
10 9°, 
14 13 
aoe 16°, 
215° 201, 
25 24 
28%), 275 


") und 7 


1,250 1,251 
1,259 
1.211 1,213 
1.212 
1.204 1,204 
1,204 
1198 1.198 
1,198 
1.179 1,183 
1167 1,170 
1,158 1,158 
1.149 1.149 
1141 1,143 
1.136 1.135 
1131 1,129 
1,170 1,171 
1.156 1,156 
1144 1,146 
1,136 1,139 
1131 1,133 
1.126 1,125 
1,120 1,123 


y—I1 
100 - 
’ 1 
Kennzahl 
a b 
100 
54.4 
81.2 
id.5 
84.4 63 
78.8 R02 
74.5 74.5 
70,3 78 
66.5 67.5 
64.2 63,7 
61.8 608 
&3.4 $3.8 
76.5 76.5 
71.6 71.6 
66.7 68,2 
4.2 65,2 
61.7 | 618 
58.8 60.3 
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Tabelle III (Fortsetzung). 





Zeitverlauf No und » 100 - a oo 3 
Mischung — — “| —- 

Min. b Kennzahl 

a b , a b 
IV a. 6 5° 1.165 1.168 83.3 849 
25cem dial. Starkel6sung + 5cem 93/, 91), 1,150 1,152 75,7 768 
Wasser + 10 cem La(NO,)3-Lésung 13° 13 1,139 1,140 70,2 70,7 
+ 19cem dial. Speichellosung 171/, 165 1,131 1,132 66,2 66,6 
203/, 20 1,124 1,125 62,6 63,1 
24° 23°/, 1,119) 1,120 60,1 60,6 
28%), 28 1.116 1.116 58.6 58.6 


Tabelle IV. 


Endkonzentration des Hexolsalzes: 0,16, 0,4 und 2,0 Millidquivalente. 





Zeitverlauf 4 —1 
1 


100 - 
- ; , yo und > 
Misc hung Min. R : bs 


a a Kennzahl 


I. 1.307 Li) 
25eem dial. Starkeldsung + 25 cem 
Wasser 
Il. 1,244 S1.1 
25 cem dial. Starkeldsung + 0.4cem 
Hexolsalzlosung 24.6 cem Wasser 
IIT. 1.235 76,5 


25cem dial. Starkeldsung + 1 cem 
Hexolsalzlosung + 24cem Wasser 


lV, 1.258 77.5 
25ccem dial. Starkelésung + 5ecem 
Hexolsalzlésung + 20cem Wasser 


IL a. 4), 1,242 97,2 

25 cem dial. Starkelésung + 0,4 com 81, 1,239 96,0 
Hexolsalzlosung + 14,6 ccm Wasser 121), 1,238 95,6 
+ 1cem dial. Speichellésung 16 1,237 95,2 
20 1,235 94.4 

II a. 41, 1,224 95,3 

25cem dial. Starkelisung — 1 ccm 8 1,219 93,2 
Hexolsalzlisung + 14cem Wasser 121), 1,215 91.5 
+ 10cem dial. Speichellésung 16 1,214 91,1 
193), 1.210 89.4 

IVa. 4° 1,218 91,6 
25cem dial. Stirkelésung + 5 ccm 8), 1,208 87,4 
Hexolsalzlisung + 10cem Wasser 12 1,201 84,4 
+ 10ccem dial. Speichellésung 15°), 1.195 81.9 
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Tabelle V. 





Endkonzentration der Salze: 10 Millidquivalente. 





Mischung 


[. 
25cem dial. Starkelésung + 20 cem 
Wasser + 5cem K,S4-Lésung 


II. 
24ccm dial. Starkelésung - 20 cem 
Wasser + 5eem KCI-Lésung 
UI. 


25cem dial. Starkelosung + 20 cem 
Wasser + 5eem KNO,-Lésung 
Ta. 
25cem dial. Starkelosung 5 cem 
K,S0O,-Lésung + 10 cem Wasser 
+ 10 cem dial. Speichellosung 


Ila. 
25cem dial. Starkelésung + 5 cem 
KCl-Lésung + 10 cem Wasser 
+ 10 cem dial. Speichellosung 


II} a. 

DF oe ftark awo 
25cem dial. Starkelisung + 5 cem 
KN.-Lésung + 10 cem Wasser 
+ 10cem dial. Speichellésung 


Tabelle VI. 


Endkonzentration der 


Zeitverlauf 
Min. 

a b 
5 49 
3, 7 

10, 9 
13 12} 
16 15), 
19" , 185), 
mk Bt 
335, 33 4 
38 37° 
51), a 
81/4 a, 
ae | oes 
Sola | SBN 
884, 375), 
5, 3 

s a), 
1 95 


138 12%, 
15° 14 
18°), 17 


211/, 20 


228 


Salze: 


no und ” 100 - . : 
4 No 1 
Kennzahl 
4 b 
a b 
1.271 1,267 
1.269 
1,273 | 1,269 
1,271 
1,265 1,267 
1,266 
1,252 1,252 | 93,7 93,7 
1,250 1,250 929 929 
— 1,248 92,2 
1.241 1,243 89.6 90.3 
1,244 1,239 90,7 885 
1,237 1,234 881 87,0 
1,230 1,225 855 83,6 
1,220 1,227 S818 84,2 
1.217 1,220 80,7 81,8 
1,213 1,218 79,2 81,0 
1,259 1,250 956 92,2 
1.246 1,241 90.8 889 
1,241 1,241 S889 889 
1.209 1.209 771 77,1 
1,207 1.207 764 76.4 
1.265 1.259 996 97.4 
1.261 1.255 98,1 95.9 
1.259 1257 974 96,6 
1,254 1,252) 95.5 94,7 
1,252 1,252 94.7 94,7 
1,249 1,252 936 94,7 
1,249 1,248 936 93,7 
- 1,248 93,2 


0,5 Milliiquivalente. 





Miychung 


a 
25cecem dial. Starkeldsung + 5 cem 
KCNS-Lésung + 29 ceem Wasser 

IT. 
25eem dial. Starkelsung 
KNO,-Lésung + 20 ecem 


+ 5eem 
Wasser 


Il. 
25cem dial. Starkelésung -- 5cem 
K,S0,-Losung + 20 cem 


Wasser 


Zeitverlauf 


Min. 


Ho und » 1 ; 


Kennzah! 


a b 

1.495 1.497 80,7 80.6 
1.496 80.6 

1485 1487 79.2 79.0 
1.486 79.1 

1.475 1477 77.6 77.4 
1,476 77.4 
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Tabelle VI (Fortsetzung). 





Mischung 


IV. 
25eem dial. Starkelosung + 5 cem 
K Cl-Losung + 20 cem Wasser 


7 
25ceem dial. StarkelOsung + 25 cem 
Wasser 
Ta. 


20cem dial. Starkeldsung + 5 com 
KCNS-Loésung + 5cem dial. 
Speichell6sung + 20 cem Wasser 


Ila. 
20 cem dial. Starkelésung + 5cem 
KN Os-Losung + 5eem dial. 
Speichellosung + 20 cem Wasser 


LIL a. 
25ecem dial. Starkelosung + 5 ecem 
K,S O4-Lésung + 5 cem dial. 
Speichellésung + 20 cem Wasser 


IV a. 
25ecem dial. Starkeldsung + 5 cem 
KCl-Losung + 5cem dial. 
Speichellosung + 20 cem Wasser 





Zeitverlauf 


6 


11", 


- 


13° , 


16° 
20 
993 
953 
29 
31° 


~ 


-_- -_ 


~ Min. 


b 


-_-_— > 


Hy und » 


a b 
1478 1,485 
1,482 
1.613 1.616 
1,259 1,270 
1,211 | 1.218 
1,189 1,191 
1152 1,155 
1,135 1,143 
1,128 1,136 
1,115 ; 1,123 
1,113 1,114 
1,107 1,118 
1,250 1,261 
1,209 1,214 
1,178 1,186 
1,163 1,170 
1,148 1.145 
1,133 | 1,136 
1,124 1,125 
1117 1,116 
1.199 1,114 
1,107 1,111 
1.220 1,225 
1183 1.191 
1.161 1.164 
1,139 1,150 
1.128 1,141 
1.120 1,120 
1,109 1,111 
1.109 1.111 
1.098 1,192 
1.094 1,093 
1.207 1,229 
1,167 1,177 
1,144 1,148 
1,124 1,152 
1.111 1,120 
1,104 1,192 
1.098 1.109 
1,089 1,995 
1,087 1,991 
1,085 1,986 


y 1 
100. — 
Ne 1 


Kennzahl 
a b 


77.9 78.6 


75,4 

100 
52.2 54,5 
425 44,0 
36.2 38.5 
39.6 31,2 
27,2 288 
25.8 27,4 
23.2 248 
22,7 | 23,0 
21.6 238 
51,4 3,7 


~ 
-_ 


46.2 47,2 
38,4 49,1 
838.8 34.5 
292 31,5 
26.9 29.6 
25,2 25.2 
229 233 
21,0 23,3 
296 214 

7 19.5 


4s 

~ 
= 
or 
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Tabelle VII. Endkonzentration der Salze: 





30 Milliaquivalente 





Mischung 


I. 
25eem dial. StarkelOsung + 25 cem 
Wasser 
II. 


25cem dial. Starkelésung + 15 cem 
KCNS-Losung + 10 ecem Wasser 


III. 
25cem dial. Starkelésung + 15 cem 
KN O,-Lésung + 10 cem Wasser 
yv. 
25cem dial. Starkelisung + 15 cem 
K,S0O,-Losung + 10 cem Wasser 
¥: 
25cem dial. Starkelosung + 15 ccm 
KCl-Lésung + 10 cem Wasser 


IIa. 
25eem dial. Starkelésung + 15 cem 
KCNS-Lésung + 19 cem dial. 
Speichellosung 


IIT a. 
25cem dial. Starkelésung + 15 cem 
KNO,-Losung + 10 cem dial. 


Speichellosung 


IV a. 
25cem dial. Starkelosung + 15 ecm 
K,S0,-Lésung + 10 cem dial. 
Speichellésung. 


Va. 
25eem dial. Starkelisung + 15 cem 
K Cl-Losung + 10 cem dial. 
Speichellosung 


* Fs trat Flockenbildung ein: s. diese Zeitschr 


a a ae eee 


— 


und » 


241 
207 
173 


148 


139 
130 


77 


161 


139 
139 
225 
195 
168 
159 
155 
,159 


141 


’ 
Wo. ¢ 


7 
10 


Kennzahl 


100 


62.5 


60.0 


58.6 


58.6 


499 652, 


498 45, 
35,2 
30.4 
29.5 
28,0 
IS. 


47.4 


38.8 40,4 
33.8 36,8 
31.3 31,8 
30,9 31.8 


51.5 


428 45.7 


38.2 
36.1 
34.6 


35.6 37,2 
31.6 33.0 
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Tabelle VIII. Endkonzentration der Salze: 30 Milliaquivalente. 











100 100 
Zeit- y—1 | Zeit- n-1 
Mischung | verlauf y und yo “ng —1 Mischung verlauf y und yo "9 —1 
Kenn- Kenn- 
\ Min zahl Min. zahl 
I. 1,259° IV. 4° 1,184 66,6 
25 cem dial. (KF) 25 ccm dial. 7, 1,168 68,4 
Starkelosung 1,261 Starkelésung 9°), 1,155 55,4 
+10 cem Wasser nel 1 360 +10cem dial 12° 1,141 50,0 
+ 15ceem Salz- a, , Speichellsung 15° 1,134 47,3 
losung ‘960° } 100 | + teem KNOs- 184, 1,123 43.1 
(KONS) Losung 211,118 41,2 
> 23%/, 1,114 39,6 
Il. 4° 0,157 = 56,2 26%), 1,107 36,9 
25 cem dial. 6°|, 0,139 49,2 295 1107 36,9 
Starkelosung 1,120 41,9 ¥ , 0 
+ 10ccm dial. 115 1,109 376] on Vo oy | 1 | Gee 
Speichellésung | 13°, 1,102 35,0 ao Sn : ‘sen | an 
+ 15com KF- || 15%/, | 1,100 | 842 | Starkelooung | 10 1,168 | 60,4 
: wal” | 9 °name f +10cem dial. 13', 1,157 56,1 
Lésung 173), 1,095 32,3 Spe: . ree 
2 1091 30:7 Speichellosung 16° 1,143 50,7 
. j +15ecem KCNS- 20° 1,139 49,2 
IL. 45, 1,152 54,3 Losung 235 1,132 46,5 
25 ccm dial. 7 1,182 46,5 261), 1,125 43,8 
Starkelosung 9° 1,118 41,2 291/, 1,120 41,9 
+10cem dial. 11° 1,109 37,6 
Speichellésung 138/, 1,102 35,0 
+15cem KCl- 16", 1,091 30,7 
Losung 18° 1,091 30,7 
Tabelle IX. “Endkonzentration der Salze: | Millidquivalent. 
100 100 
Zeit- n Zeit- y—1 
Mischung verlauf |» und no * ica Mischang verlauf y und yo © ny —1 
Kenn- Kenn- 
Min zahl Min. zahl 
l. f 1,354 100 IV. 43/, 1,227 82,5 
25 ccm dial. 25 cem dial. 75 | 1,214 77,8 
Starkelésung Starkelosung 10° 1,209 76,0 
+ 25 ccm Wasser +25cem dial. 13 1,202 73,5 
97% c77 | Speichellisung 16 1,195 70,9 
Pe a Ne +10cem 18 | 1.189 68,7 
Starkelésung PI n§) P Ba(CNS)-Lésg. 21° 1,186 67,6 
+ 15 cem Wasser Lane | Vv. 4° 1,211 78,1 
10 cem Salz- (e}) 25 cem dial. 7 1,202 74,8 
losung Starkelosung .. 1,191 70,7 
x3 ‘ ‘ +15cem dial. 125/, 1,180 66,7 
TH. Ste 1,227 | 82.5 | sreichellisung 15° | 1,170, 63,0 
25ccm dial. | 8° 1,216 78,5 + nd 
Sonstiges | san + 10 ccm BaCl- 18/4 | 1,164 60,7 
Starkelésung | 111/, 1,299 76,0 “ - 
— | ‘ Lésung 21 1,157 58,1 
+ 15ccm dial. || 14 1,200 72,7 . -s 
- . 23 1,155 57,4 
Speichellésung | 19 1,189 68,7 4 ‘p 
261), 1,152 563 
+ 10 ccm 221), «1,184 66,9 985 1148 548 
Ba (N Os)o-Lésg. | 251/, 1,177 64,4 ’ ; 
304, 1,173 63,0 
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Tabelle X. 


Endkonzentration der Salze: 1 Milliaéquivalent. 
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Mischung 


i. 
25cem dial. Starkeldsung + 15 ccm 
Wasser + 10 ccm A 


Il. 
25 cem dial. StarkelOsung + 15 eem 
Wasser + 10 ccm B 


Il. 
25 ccm dial. Starkel6sung + 15 cem 


Wasser + 10 cem € 


Ta. 
25eem dial. StarkelOsune + 5 cem 
Wasser + 10cem A + 10 cem dial. 
Speichellésung 


IT a. 
25cem dial. Starkelosung + 5cem 
Wasser + 10 ccm B + 1 cem dial. 


Speichellésung 


IIL a. 
25cem dial. Starkeldsung + 5cem 
Wasser + 10cem C + 10cem dial. 
Speichellésung 


Zeitverlauf 
a b 
6°), 53/4 
10'/, | 9/4 
141). 13%, 
18, 174, 
23-21", 
261/, | 25 
285), 
6} 55), 
103/, 9), 
145), 14 
183), 18 
223), 22 
263), | 25%, 
80 
Ty) 6H 
11%, 103, 
15°), 143/, 
195, 185), 
231). | 221/, 
273), 261, 
301 


No und 7 


a b 


1.448 1,450 
1,449 


1,442 1,443 
1.4425 


1,439 1,439 
1,439 


1,227 1,256 
1,183 1,191 
1,157 1,162 


— 


1,136 1,142 
1,123 1,128 
1.114 1,118 

1.110 


1,210 1,227 
1,168 1,178 
1,140 1151 
1125 1,132 
1113 1,120 
1,103 1.110 

1.103 


1.196 1,215 


1,159 1,168 
1,136 1,144 
1,121 | 1,127 
1,109 1,117 
1,098 1,106 

1.100 


10: "! 
"No ! 
Kennzahl 

a b 
50,6 57.0 
40,8 42.5 
35,0 36,1 
80,3 | 31,6 
274 28,5 
254 263 
24.5 

47.5 513 
38,0 40,2 
31,6 34,1 
28,2 29,8 
25.5 27,1 
23,3 24,9 
23.3 

44.6 49,2 
36.2 383 
31,0 32,5 
27,6 289 
24.8 26,7 
22.3 24,1 
99 8 
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Tabelle XI. 
Endkonzentration der Salze: | Milliaéquivalent. 
Zeitverlauf Ny und », 100 - : 
— Min. " b Keansahl 
a b F a b 
I. 1,466 1,466 
25cem dial. Starkelosung + 15 cem 
Wasser + 10cem A 
LU. 1.457 1,457 
25cem dial. Stirkelésung + 15 cem 
Wasser + 10ccem D 
Iii. 1,457 1,457 
25 cem dial. Starkeldsung + 15 ccm 
Wasser + 10 cem FE 
Ta. 61), 53/4 1,266 1,278 41,9 | 438 
25cem dial. Starkelosung + 5cem = 10°, 10 1,203 | 1,202 | 32,0 | 31,8 
Wasser + 10cem A + 10cem dial. 14%, 14 1,172 | 1,172} 27,1 | 27,1 
Speichelljsung 19 18 1,150 | 1,152 | 23,6 , 23,9 
228), | 215/, | 1,136 | 1,186 | 21,4 | 21,3 
26'lg | 255/, || 1,127 | 1,125 || 20,0 | 19,7 
291/, 1,118 18,6 
IL a. M1), = 6'/¢ | 1,216 1,227 46,4 | 48,7 
25cem dial. Starkelisung + Scem 11"), 10'/g 1,177 1,181) 38,0 38,8 
Wasser + 19%cem D + 10 ccm dial. 15 14°), 1,154 | 1,157 33,0 33,7 
Speichellésung 18°), 18 1,138 | 1,138 29,6 | 29.6 
22'/, | 21%, || 1,128 ; 1,127 || 27,5 | 27,3 
26 251), | 1,120 | 1,118 | 25,8 25,3 
283), 1,110 23,6 
If] a. 61, 5p (1,191 1,292), 41,8 442 
25cem dial. Stairkelosung + Seem 10 9/, 1,154 1,159 33,7 34,8 
Wasser + 1M com E + 10cem dial. 14 13 1,131 | 1,185 |; 28,7 29,5 
Speichellosung 174% 165/, 1,118 1,120) 25,8 26,3 
211/, 205/, | 1,107 | 1,110 | 23,4 | 24,1 
25 241/, | 1,099 | 1,103 || 21,7 | 22,5 
29 28} 1,098 1,098 214 21,4 














Untersuchungen iiber die Wirkung der Brenztraubensiure 
auf die Drosophila melanogaster. 


Von 
L. Németh. 


(Aus der IIT. Medizinischen Klinik der kénigl. ung. Pazm&ny Péter Univer- 
sitét in Budapest.) 


(Eingegangen am 8. Dezember 1930.) 


Nach den bekannten Untersuchungen von C. Neuberg (1) und seiner 
Schule kann eine Reihe von organischen Verbindungen, welche nicht 
zu den Kohlenhydraten zu rechnen sind, durch Hefe vergoren werden. 
Die ,,zuckerfreien Gairungen“ gewannen eine eminente Bedeutung 
durch die Entdeckung des Acetaldehyds als intermediaren Garungs- 
produktes und speziell als Zerfallproduktes der Brenztraubenséure 
durch Neuberg und Karczag (2). Die Arbeiten von Neuberg hatten 
uns die einzelnen Phasen des Kohlenhydratstoffwechsels der Zelle 
klargelegt, und P. Mayer wie P. Rona konnten sodann am _ itiber- 
lebenden Darmpraparat den Nachweis liefern, daB die Brenztrauben- 
siure den Zucker in energetischer Hinsicht zu vertreten vermag. Auf 
bakteriologischem Gebiet konnten fernerhin Karczag und Méczdr (3) 
feststellen, daB die pathogenen und apathogenen Traubenzucker- 
vergirer die Brenztraubensdure ebenfalls unter Gasbildung zu_ver- 
gairen imstande sind. 


Mit Riicksicht auf die innigen Beziehungen zwischen Brenztrauben- 
siure und Kohlenhydratstoffwechsel schien uns die Untersuchung der 
Wirkung der Brenztraubenséure auf die Drosophila melanogaster unter 
Ausschaltung von Zucker, welchen sie in allen ihren Entwicklungs- 
stadien benétigen, naheliegend, um zu sehen, ob die Brenztrauben- 
siure den energetischen und Stoffwechselbediirfnissen der Drosophila 
zu entsprechen vermag. 











L. Németh: 


386 


so ]qal Say 


SOL@L S@TLV 
FUNPTIGPEULu qos 
8O1q9] SOTLV 
SOtqe S@TTV 
suB SO[qe2] 
iqels ANnyny aC] 
she SO]4e| 
}YoIs ANQINY IC] 
UVALBT aD] 
$ § pun 1% 
>qoou pusqe'] 
WaAde'y] aFiuvy 


§ 2 pun Zz 
you pusqe'y] 


STL pun L6G 
:qoou puaqe’] 


& 6T pur 6] 


: qoou pueqa'] 


& 9% pun O IZ 
> qyoou pueqe'] 


& Og pun © OF 
UOA TEZ}EBUI'] 


Injyjny A 


£ yduyouemsne 
§ 12 pun GI 


ydnyyosemsne ,O | 


ueddng 


uoddng 
ueddn gy pun uaasey 
uaddngy pun daar] 


UPAIB'] ATAl A 
10} UeFeIy TTY 
UAAIB'] BALA 
5% pun OF 
‘Youu puseqoa'| 
41Bq }YOIs 
U@AIBTT aBruy 
§ 2 pun Pc 
:qoou pueqe'] 
$41 pun Oe] 
oon puseqe'] 


§ 9g pun 27] 
:qaou pusqe'] 


fo} OF pun OE 
UOA UeZjOSUIY 


injjoy ‘Al 


day yosa7isne 
OG pun SE 
ydnypyosazsne 
ra] g pun |] 


ueddng 


uaddng 
uaddny estury 


SNK SOTG2] 
qos Anyny ay] 


UDALBT] @[OA 


ABO UWAaATBTT 
yO} UsTel eTTV 


TRQGYYORQGoeG UdALBT] 


S&F pun py» 


:qoou pusqe'y 


SSI pun OgI 
>qoou pueqay] 


& 0% pun © 0Z 
:yoou pusqa'T 


& OG PUN LUE 
HOA veZyosuly] 


Anyyny "TTT 


ydupyosazsnn 
Oy, pun Ge] 
yduyyosatsuc 
PTT pun § 6 
dn yosessne 
OF pun | y 


ueddng 
veaddng pun udArery 


naddng pun WoArey 


UPAR] A@TLUIY] 


WOALBT aS Ul] 
10} UEFA] OT]V 


Sit pun OE 
>qoou pueqe’| 


LT pun gl 
:yoou pueqa'y 


& &% pun 6] 
:toou pueqe'"| 


& Og pun LOE 
OA UdZORUIY 


Ingny “T 


ydopyosatsue 
0% pun % ge 
dup yosossne 
St pun $61 
dn qosezsne 
Og pun 6) 
ydnyqosessne & | 


ueddug pun Ueda] 
ueddny pun waaay 
10} U@FOIL ITV 
UBATB] OAT A 
SE pun P|] 
:yoou pueqery 
UBAIB'T @fol A 
SF pun |} 
:yoou pueqe'] 
IBY }YOR 
-qoaq UAAIeT] OULe]y 
56 pun O¢ 
:yoou pueqery 
S61 pun 2 QI 
‘yYoou pueqgo'y 
59% pun Ze 
:qoou pueqgery 


3 OG Pun © Og 
OA WeZyOsUIy 


in3[ny ‘1 


HA Gl 
‘HAH 


TA ‘Ul 
TLA “6 


‘TIA 'S 


HA CL 
THA’Y 


HAS 


TA 't 
TA '& 
TIA % 
TAI 


0861 
wnyeq 





‘aJOH + eingsucqnelgzuelg + sedy 


‘T 9290 





~ 
‘ 





















= 

ydnypqposessue PE « © : - . 7 _ ILA ‘Ol 
g ydnyyosetsnw ,0 | ? 2 : z ? 80149] SelTV TA 6 
t 
or FUNP]LGOULULL YOR 
= ay fOSSRC Ps “ Pr P “ “ “ “ ACS 
E IBqy yous 
s vweddnagy estuary “4 ss ™ > ’ ye ss 7 WAL 
7 “ ms “ . . “ “ TAY 
z 
A aq [oseBc] 80a SALLY 80142] sell\ BO] qe] SVL » ~ ILA ¢ 
2 ABQIYOUS 
~~ HWOAIRT] BULA] Y OFuy BOTqaT] jOF UdTElpp ATTY Of UOTE of @TT\ SOTA] SATLV TAF 
2 
4 bf pun LF YG 
= jo} UATE AT) SOTqay Se yoou pueqe'] :yoou pueqe'y jo) UsTel eTLV TA '& 
7 
= Sg pun py S eZ pun L UZ SSI pun 2g] S6F pun © OT 
= -qoou pillage] joy UOFAY LV syoou: pueqay Pou puaqer] -yoou puede] THA Z 
8 hog pur 2 vy 5 0G PUN L OE 0g pun © OE 3 Of pur LS OE 3 OF pun / UE 
2 UOA UeZjesUIy] UA ULOZOSULY] UOA TLAZOSULY HOA UaZjeBRUlYy UOA UOZOSUIY ILA] 
S nyny * inyjny * aT myyny “| Og6! 
A auyiny “A HOM AL WI I any{0 anyed 
| 
# ‘OJOH + 1eay 
= ‘TT P1PQU. 

£ ydupyosemsne day yosazisne: dupyosezsnn ydapyosotsne: 


So}4ga} Seq 


& 1% pun YG] 


OF pun SE 


Og, pun Ge] 


Yow pun & ez 


HA Gl 








388 L. Nemeth: 


Zu den Untersuchungen zogen wir den von den Herren Prof. 
R. Goldschmidt und Privatdozent Dr. Stern uns giitigst zur Verfiigung 
gestellten sogenannten wilden Stamm der Drosophila heran, welcher 
wie gewohnlich zum ‘Teil auf reinen Bananen, zum Teil auf einem 
Nahrboden aus Zucker, Maismehl, Agar und Hefe geziichtet wurde. 
Wir stellten unsere neuen Brenztraubenséurendhrbéden in der Weise 
her, daB wir 100g reinen Agars unmittelbar vor dem Erstarren mit 
Brenztraubensaéure in verschiedenen Konzentrationen versetzten. Als 
optimale Konzentration erwies sich nach langeren Versuchen die An- 
wendung einer 0,2°% igen Lésung. Um eine eventuelle Saurewirkung 
auf die Tiere zu vermeiden, hatten wir im Anfang die Brenztrauben- 
siure mit Natriumbicarbonat neutralisiert, doch stellte sich spater 
heraus, dab die freie Brenztraubensdéure keine schadigende Wirkung 
auf die Fliegen austiibt. Die Hefe wurde wie tiblich der Agar-Brenz- 
traubenséurelésung zugesetzt und zur Kontrolle zu gleicher Zeit 
reines Agar mit Hefe ohne Brenztraubenséure bereitet. In diese Nahr- 
béden setzten wir dann 30 Mannchen und 30 Weibchen ein und beob- 
achteten die Lebensdauer der Tiere, die Ablagerung der Eier, das Aus- 
kriechen der Larven, die Puppenbildung und das Ausschliipfen der 
jungen Fliegen. 

Das Ergebnis unserer Versuche stellten wir in den Tabellen I 
und IT zusammen. 

Aus den Daten der Tabelle sind folgende Tatsachen ohne weiteres 
festzustellen: 

1. Die Brenztraubensiure vermochte auf zuckerfreien Agar- 
nihrbéden in Gegenwart von Hefe den Fliegen als Nahrungs- und 
Energiequelle zu dienen, da die Tiere gut gediehen, Eier ablegten und 
die Larven-, sowie Puppenbildung, ebenso das Ausschliipfen der jungen 
Fliegen, zwar in etwas verringertem MaBe, jedoch trotzdem erfolgte. 

2. Auf Agarnaihrbéden, welche weder Zucker noch Brenztrauben- 
siure enthielten, gingen die Tiere bald zugrunde. 

Nachdem es uns geglickt war, den Nachweis dafiir zu erbringen, 
daB die Brentraubenséure den Traubenzucker als Nahrungs- und 
Energiequelle auch in den Kulturversuchen mit Drosophila melanogaster 
zu ersetzen vermag, bemiihten wir uns, tiber die Spezifitat dieser Wirkung 


ein Bild zu gewinnen. 

Wir haben deshalb Experimente in gleicher Richtung mit chemi- 
schen Verbindungen angestellt, welche mit der Brenztraubenséure und 
mit den Produkten des intermediéren Kohlenhydratstoffwechsels in 
genetisch-chemischen und _ biologischen Beziehungen  stehen. Die 
nachste Tabelle enthalt die diesbeziiglichen Daten, aus denen hervor- 
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geht, daB keine der untersuchten Substanzen, und zwar Essigsaure, 
Weinsaure, Ameisenséure, Milchsaéure, Bernsteinsdure in den an- 
gewendeten Konzentrationen ein Resultat zu liefern vermochte, das 
demjenigen der Brenztraubenséure gleichzusetzen ware, und daB 
somit die Brenztraubenséiure den Versuchstieren als eine spezifische 
Nahrungs- und Energiequelle diente. 


Literatur. 


1) C. Neuberg, Die Garungsvorginge und der Zuckerumsatz der Zelle. 
Monographie 1913 bei G. Fischer, Jena. 2) C. Neuberg u. L. Karezag,. 
diese Zeitschr. 36, 68, 1911; 36, 76, 1911. 3) L. Karezag u. L. v. Méczar, 
ebendaselbst 55, 79, 1913; 70, 317, 1915. 
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Die gantitative Bestimmung des Urobilins und Urobilinogens 
mit dem Zeissschen Stufenphotometer. 


Von 
L. Heilmeyer und W. Krebs. 


(Aus der Medizinischen Universitatsklinik Jena.) 


(Eingegangen am 9. Dezember 1930.) 


In einer friiheren Arbeit hat der eine von uns! die Grundlagen 
einer brauchbaren Urobilin- und Urobilinogenbestimmung eingehend 
durchgepriift. Es konnte dabei gezeigt werden, daB das Urobilinmolekil 
auBerordentlich inkonstant ist und daB seine beiden Haupteigenschaften, 
das Absorptionsspektrum und die Fluoreszenz seiner Zinkverbindung, 
Eigenschaften sehr labiler Natur sind, die sich als Grundlage einer 
Bestimmungsmethode in keiner Weise eignen. Wir kamen deshalb zu 

+ - ° . ’ ge ’ 
der Cberzeugung, daB die Bestimmung der Summe Urobilin + Uro- 
bilinogen nur auf dem Wege tiber das Urobilinogen erfolgen kann, 
einem Wege, den Terwen* erstmals mit Erfolg beschritten hat. 

Seine Methode beruht auf der kolorimetrischen Bestimmung des 
Urobilinogen-Aldehydfarbstoffs, nachdem durch ein Reduktionsverfahren 
das native Urobilin in das Urobilinogen tibergefiihrt worden ist. Dieses 
kolorimetrische Verfahren hat nun verschiedene Nachteile: Erstens kann 
der kolorimetrische Vergleich nicht mit einer Urobilinogenstandardlésung 
durchgefiihrt werden, weil eine solehe nicht haltbar und auBerdem nur 
sehr schwer zu beschaffen ist. Zweitens: die von Flatow und Briinell* 
erstmals herangezogene Phenolphthaleinvergleichslésung, die spater von 
Terwen iibernommen wurde, ist nicht ganz farbgleich mit einer Urobilinogen 
Aldehydlésung. Dieser Unterschied kommt auch in den quantitativen 
Absorptionsspektren der beiden Farbstoffe deutlich zum Ausdruck, wie 
der eine von uns gezeigt hat‘. Bei der Kolorimetrie zweier Farblésungen 
mit nicht identischen Absorptionsspektren kommt es zu Abweichungen 
vom Beerschen Gesetz und damit zu nicht unerheblichen Fehlern, wie der 
eine von uns® in einem aéhnlichen Falle nachgewiesen hat. Drittens ist 


' L. Heilmeyer, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 1931, im Druck. 
2 4.7. L. Terwen, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 148, 72, 1925. 
3 Flatow u. Briinell, Miinch. med. Wochenschr. 1913, S. 234 
‘i.e. 

° L. Heilmeyer, diese Zeitschr. 212, 430, 1929 
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auch eine derartige Phenolphthaleinstandardl6sung nicht haltbar; sie 
blaBt vielmehr sehr rasch ab, so daB sie zu jeder Bestimmung neu her- 
gestellt werden muB. Viertens JaBt die Genauigkeit der kolorimetrischen 
Bestimmung bei stark verdiinnten Lésungen sehr zu wiinschen iibrig. 
Aus dem letzteren Grunde haben bereits Fiirth und Singer! verschiedene 
Besserungsvorschlage der Terwenschen Methode gemacht. 

Alle Nachteile werden durch das spektrophotometrische Verfahren, 
das der eine von uns? zum Zwecke der Urobilin- und Urobilinogen- 
bestimmung ausgearbeitet hat, vermieden. Jedoch erfordert das Ar- 
beiten mit einem groBen Spektralphotometer eine gewisse Ubung und 
Vertrautheit mit optischen Messungen und ihren Gesetzen, so daB 
diese Methode fiir den allgemeinen Gebrauch nicht in Frage kommt. 
Sie ist fiir wissenschaftliche Fragestellungen die Methode der Wahl. Diese 
Schwierigkeiten werden nun durch das Zeiss sche Stufenphotometer voll- 
kommen tiberwunden. Es arbeitet nahezu ebenso exakt wie ein groBes 
Spektralphotometer, ist aber in seiner Handhabung bedeutend ein- 
facher und kann von jeder Laborantin bedient werden®., 

Von entscheidender Bedeutung fiir die Verwendung des Stufen- 
photometers zur Urobilinogenbestimmung ist die Wahl des Filters. 
Unter den zur Verfiigung stehenden Filtern haben wir nach sorgfaltiger 
Durchpriifung das Filter 8 53 als brauchbar gefunden. Das spektrale 
DurchlaBgebiet dieses Filters ist folgendes: 





Maximum Wirksamer Wirksame Durchlissigkeit 
Breite in uu bei der Durch- Filterschwer- Breite in ua am Filter- 
‘ lissigkeit punkt schwerpunkt 
2 Lite wu “uu lig Vy O/, 
an 35 528 530 20 35 0,80 


Da bei der verhaltnismaBigen Breite des spektralen Durchlab- 
gebietes Abweichungen vom Beerschen Gesetz in Erscheinung treten 
kénnen, so miiBte zunadchst die Giltigkeit dieses Gesetzes fiir die Uro- 
bilinogen-Aldehydlésung gepriift werden. Die eingehende experimentelle 
Untersuchung an gréBeren Verdiinnungsreihen, bei der besonders auf 
die Méglichkeit des raschen Ablassens des Urobilinogenaldehydfarb- 
stoffes in stark verdiinnten Lésungen geachtet werden mu, hat uns 
gezeigt, daB das Beersche Gesetz unter Verwendung des Filters S 53 
volle Giltigkeit besitzt, solange die Lichtabsorption nicht gréBer ist 
als 90°. Ist dies nicht der Fall, so ist die Lichtextinktion eine lineare 
Funktion der Konzentration. 


1 O. Fiirth u. K. Singer, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 69, 152, 1930. 

ae 

3 Beschreibung des Instruments und seine Bedienung siehe Abder- 
haldens Handb. d. biol. Arbeitsmethod. Abt. IT, Teil 2/11, S. 2337, 1929. 
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Weiterhin muBte das Absorptionsverhaltnis fiir das Filter S 53 
bestimmt werden. Zu diesem Zwecke wurde die Urobilinogenkonzen- 
tration verschiedener aus Harn und Stuhl gewonnener Urobilinogen- 
Aldehyd-Farbstofflésungen spektrophotometrisch mit dem Aénig und 
Martenschen Spektralphotometer nach der in einer friheren Arbeit 
beschriebenen Methode! bestimmt und danach die Extinktion im 
Stufenphotometer unter Verwendung des Filters 853 gemessen und 
daraus das Absorptionsverhaltnis fiir dieses Filter berechnet. 


Dabei ergeben sich folgende Werte: 





Spektrophotometrisch 
Nr bestimmte Urobili 
nogenkonzentration 


Extinktionskoeffizient 


fiir Filter S53 1 fiir Filter S5 


l 0.376 0.270 OOO0D0L34 
2 0.266 O20 O0.00001380 
3 0.408 0.290 0,0000140 
4 0.354 0,255 00000139 
5 0,332 0,250 00000134 
6 0,343 0.250 0.0000137 
7 0,115 0,085 00000136 
S 0,392 0,290 000001385 
ie) 0.418 0,320 0.090013 1 
10 1,440 1.050 00000137 


Im Mittel Aig 5g) = 0,0000136 g/cem oder 1,36 mg-”,. 

Als Kontrolle wurde das Absorptionsverhaltnis auch mit reinem 
Mesobilirubinogen, das uns Hans Fischer in freundlicher Weise tiberlieB, 
wofiir auch an dieser Stelle herzlichst gedankt sei, bestimmt. Es wurde 
dabei nach der von Heilmeyer! an anderer Stelle mitgeteilten Methodik 
verfahren. Dabei ergaben sich fiir verschieden konzentrierte Losungen 
desselben Praiparates folgende Werte: 





, Konzentration Extinktionskoeffizient 
- gicem tir 338. oa , 

1 0.000005 07 0,360 00000140 
2 0.000094 56 0,325 0,0000140 
3 0,000 004 13 0,290 0,0000142 
4 0.000.003 04 0,225 0:0000185 
5 0,000.002.03 0,147 0,0000138 
6 0.000.001 52 0107 00000142 


Wie man sieht, stimmen die aus verschieden konzentrierten L6- 


sungen gewonnenen Absorptionsverhaltnisse ziemlich gut miteinander 


iiberein, wie es sein muB, wenn das Beersche Gesetz giiltig ist. Die 
Werte selbst liegen durchschnittlich etwas héher als die obengefundenen, 
was davon herriihren kann, daB das verwendete Mesobilirubinogen- 


1 L. Heilmeyer, \. ©. 
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praparat nicht mehr ganz frisch war, sondern bereits etwas Urobilin 
enthielt. Es soll deshalb der obige Mittelwert von A = 0,0000136 
unseren Messungen zugrunde gelegt werden. 


Ausfihrung der Bestimmungen. 
I. Einfache Urobilinogenbestimmung ohne Reduktionsveriahren. 


Die Grundlagen der Bestimmung und Priifung der Methodik siehe bei 
Heilmeyer*.  Ausfiihrung: 20 cem Harn werden im Scheidetrichter mit 
| cem Eisessig und 40 cem Ather versetzt und gut durchgeschiittelt (etwa 
100 mal). Dann wird der Harn abgelassen und der Ather zweimal mit etwa 
20 cem Wasser gewaschen. Von dem gereinigten Atherextrakt werden 
20 ccm in einen zweiten trockenen Scheidetrichter gebracht und mit einer 
Messerspitze Dimethylaminobenzaldehyd und mit 10 Tropfen konzentrierter 
Salzsiure versetzt und 11, Minuten durchgeschiittelt. Danach wird je 
nach der Intensitat der Farbstoffbildung viel (bei starker Rotfarbung) 
oder weniger Wasser zugesetzt und mit 3 ccm gesattigter. chemisch reiner 
Natriumacetatlosung versetzt. Dann labt man die gebildete rote Farbstoft- 
lésung sich absetzen und 14Bt sie in einen MeBzylinder ab. Spuren zuriick- 
bleibenden roten Farbstoffs werden nochmals mit etwas Wasser auf- 
genommen und dann mit der ersten Portion vereinigt. Findet sich sehr 
viel Urobilinogen. kenntlich an der intensiven Violettfarbung der erhaltenen 
Lésung, so werden nochmals 5 Tropfen konzentrierter Salzsiure zugetropft, 
nochmals 11, Minuten geschiittelt, mit wenig Wasser verdiinnt und mit 
15cem Natriumacetatlésung abgestumpft. Dann wird die erhaltene 
Farbstofflésung mit der Ausgangsportion vereinigt. Bei sehr urobilinogen 
reichen Harnen muB diese Prozedur noch ein drittes Mal wiederholt werden. 
In solchen Fallen ist auch eine zweite Atherextraktion des Harns anzuraten. 
wobei der Atherextrakt wie eben geschildert verarbeitet wird und die 
zuletzt erhaltene Urobilinogenaldehydtfarbstofflésung mit der aus der ersten 
Extraktion gewonnenen vereint wird. Das schlieBlich erhaltene End- 
volumen der vereinigten Urobilinogenaldehydfarbstofflésungen wird ab 
Die Lésung wird dann gut durchgeschiittelt und sofort im Stufen- 


gelesen. 
Filter S53 in einem Absorptionsgefaf von geeigneter 


photometer mit 
Schichtdicke (gew6hnlich 2 cm) photometriert. Steht ein neues Modell 
mit zwei Blenden zur Verfiigung. so wird am besten zur Ausschaltung 
einer mangelhaften Nullpunktseinstellung vertauscht und das Mittel aus 
den beiderseitigen Ablesungen genommen. Konzentrierte L6sungen werden 
bei geringerer Schichtdicke ‘photometriert, verdiinnte Lésungen bei héherer 
Schichtdicke. Dadurch wird erreicht. da8 die Trommelablesung in dem 
giinstigsten Bereich zwischen Teilstrich 10 bis 70 erfolgt. Aus dem Trommel- 
wert ist mit Hilfe einer Logarithmentafel oder der von der Firma Zeiss 
gelieferten Reduktionskurve der Extinktionskoeffizient zu entnehmen und 
auf lem Schichtdicke nach dem Proportionalitatsgesetz umzurechnen. 
Die Berechnung der Urobilinogenkonzentration im Harn ist aus folgendem 
Beispiel ersichtlich: 

Berechnungsheispiel. Gesucht: Gesamturobilinogenausscheidung in 
24 Stunden bei einer Harntagesmenge von 1200 cem: 20 cem Harn mit 
40 cem Ather ausgeschiittelt. Verdiinnung: 2. (v,). Davon 20 cem Ather- 
extrakt in 10cem Endvolumen. Verdiinnung: 0,5. (v,). Ablesung am 


. £. Heiline ye r, Le. 
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Stufenphotometer bei 2 cm Schichtdicke: Teilstrich 31. Extinktion ist 

0.5, fiir 1 em Schichtdicke 0,25. Die Urobilinogenmenge im Tagesharn 
ist dann: vy. V2 - &1 em)- 1.36. Harnmenge (in Dezilitern) mg. In unserem 
Falle also ? . 0,5. 0,25. 1,36. 12 mg 4,08 mg. 


II. Urebilin- und Urobilinogenbestimmung im Harn nach dem Terwenschen 
Reduktionsverfahren. 

100 cem Harn — 25 cem einer 16°%,igen, frisch bereiteten .Wohrschen 
Salzlésung 2— cem 12 °%,iger Natronlauge (Reihenfolge beachten!) werden 
in einem genau 150 cem fassenden Standzylinder mit breitem abgeschliffenen 
Rand und mit dazu passender abgeschliffener Glasscheibe luftdicht ver 
schlossen und mindestens 6 Stunden an einem dunklen Ort aufgestellt. 
Danach wird rasch in ein braunes GefaB abfiltriert und vom Filtrat je nach 
der zu erwartenden Urobilinogenmenge bei Normalharnen 50 cem, bei 
Urobilinurien 20 cem zur Extraktion mit 40 cem Ather mit der halben 
Menge Eisessig angesetzt und wie unter I. weiter verarbeitet. Bei Emulsions 
bildungen wird solange Eisessig zugegeben, bis die Emulsion verschwindet. 

Berechnungsbeispiel. 100 cem Urin auf 150 cem Ansatz: Verdiinnung 
1.5.(%,). 50cem Filtrat auf 40 ccm Atherextrakt: Verdiinnung 0,8 . (v). 
20 cem Ather auf 20 cem Endvolumen: Verdiinnung 1.0,. (v,). Extinktions 
koeffizient fiir 1 em Schicht 0,19. Harntagesmenge 1640 ccm. Gesamt 
. Vg. Us - &1em)- 1.36. Harnmenge in 
. 0,8. 1,0. 0,19. 1,36 .16,4 mg ist 


urobilinausscheidung im Tage also v 
Dezilitern. In unserem Falle 1, 
5,09 mg. 









III. Urobilinogenbestimmung im Stuhl ohne Reduktion. 


10 g gutdurchmischter Stuhl werden mit 100 cem Aqua dest. verriihrt 
und unter weiterem Riihren mit 50 cem 12° ,iger Natronlauge versetzt. 
Das Ganze wird danach in den unter Il. beschriebenen 150 cem fassenden 
Glaszylinder eingefiillt und mit einer abgeschliffenen Glasplatte luftdicht 
verschlossen. An einem dunklen Ort 6 Stunden aufbewahren. Sodann 
wird durch ein nicht gehartetes Faltenfilter in eine braune Flasche abfiltriert. 
Von dem leicht getriibten Filtrat werden 4 ccm in einen Scheidetrichter 
gebracht, dann mit 2cem Eisessig und 20 ccm Ather versetzt und durch 
hundertmaliges Schiitteln extrahiert. Der Atherextrakt wird kurz zweimal 
mit wenig Wasser gewaschen, das Waschwasser abgelassen, der gereinigte 
Atherextrakt (10 ccm) wird dann in einen trockenen Scheidetrichter gebracht 
und wie oben unter I. weiterbehandelt. 

Berechnungsbeispiel. Fiir 187g Stuhl in 24 Stunden. LO g Stuhl aut 
150 cem Extraktionsfliissigkeit : Verdiinnung 15. (v,). 4cem Filtrat auf 
20 cem Atherextrakt: Verdiinnung 5.(v,). 10cem Ather auf 50 cem ge- 
farbte Endfliissigkeit: Verdiinnung 5. (v,). Extinktionskoeffizient (1 em 
Schichtdicke) 0,41. Urobilinogengehalt des gesamten Stuhles: 1, . vg 
- Vs + &1em)- 1.36. Stuhlmenge in Dezigramm. Im vorliegenden Falle also 
15.5.5.0,41. 1,36. 1,87 mg 390 mg. 


IV. Urobilin +. Urebilinogenbestimmung nach dem Terwenschen Reduktions- 
verfahren. 


5g gutdurchmischter Stuhl werden mit 50 cem Aqua dest. in einer 
Porzellanschale sorgfaltig verriihrt und unter dauerndem Weiterriihren mit 
50 cem einer 16°,,igen frisch bereiteten Johrschen Salzlésung und 50 cem 
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12°,iger Natronlauge versetzt und sofort in den 150 cem fassenden Stand- 
zylinder, wie oben, eingefiillt und mindestens 6 Stunden an einem dunklen 
Ort aufbewahrt. Danach wird durch ein Faltenfilter in eine braune Flasche 
abfiltriert. 4ccem des klaren Filtrats werden sofort mit 2 ccm LEisessig 
angeséiuert und mit 20 cem Ather hundertmal durchgeschiittelt, der Ather- 
extrakt wird dann wie unter [. weiter verarbeitet. 

Berechnungsbeispiel. Stuhlmenge 187g. 5g Stuhl auf 150 cem Re- 
duktionsfliissigkeit: Verdiinnung 30. (v,). 4 cem Filtrat auf 20 cem Ather- 
extrakt: Verdiinnung 5. (v,). 10 ecm Atherextrakt auf 16 eem Endvolumen: 
Verdiinnung 1,6. (v,). Extinktionskoeffizient (fiir 1 em) 0,30. Die Gesamt- 
urobilinmenge im Stuhl berechnet sich nach der Formel 2, . v, . v; . (4 em) 
. 1,36. Stuhimenge in Dezigramm. Im gewahliten Beispiel also: 30. = . 1.6 
. 0,3. 1,36. 1,87 mg 185 mg. 

Die Ergebnisse der Methodik sind dieselben wie die spektrophoto 
metrisch gewonnenen. Sie stimmen im groBen und ganzen auch mit den 
Terwenschen iiberein. Die Urobilinausscheidung im Stuhl wird am besten 
fiir eine acht- bis zehntagige Periode unter Einhaltung gleicher Kost be- 
stimmt und daraus dann der tagliche Durchschnittswert bestimmt. Siehe 
dariiber auch Singer'!, sowie die Originalarbeit von Terwen®*. 


Zusammenfassung. 


Auf der Gundlage der von Terwen angegebenen Methodik wird 
eine Methode der Urobilin- und Urobilinogenbestimmung im Stuhl 
und Harn mit Hilfe des Zeissschen Stufenphotometers angegeben, die 
folgende Vorteile gegeniiber der bisher iiblichen kolorimetrischen Be- 
stimmung bietet: 

1. Bedeutend gréBere Genauigkeit, besonders bei geringem Urobilin- 
gehalt (Normalharn). 

2. Wegfall einer Vergleichslésung, die im vorliegenden Falle aus 
einer alkalischen Phenolphthaleinlésung bestand, die mit einer Uro- 
bilinogen-Aldehydfarbstofflésung nicht véllig farbgleich ist. Der da- 
durch bedingte Kolorimetriefehler wird durch die stufenphotometrische 
Bestimmung ausgeschaltet. 

3. Wesentliche Zeitersparnis, da die zur kolorimetrischen Be- 
stimmung jeweils frisch zu bereitende, nicht haltbare Phenolphthalein- 
standardlésung entbehrlich geworden ist. 


1 Singer, Wien. Arch. f. inn. Med. 20, 59, 1930. 
2 Terwen. |. ¢. 
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Zur Spezifitit der a-Glucosidasen. 
Von 
H. Karstrém. 


(Aus dem Laboratorium der Butterexportgesellschaft Valio m. b. H., 
Helsinki (Finnland).) 


(Eingegangen am 9. Dezember 1930.) 


Die im allgemeinen als sehr verwickelt angesehenen Spezifitats- 
verhaltnisse der Carbohydrasen! hat Weidenhagen® in den letzten Jahren 
zu vereinfachen versucht, indem er die enzymatische Hydrolyse der 
Zuckerarten auf einfache Glykosidasen zuriickfiihrt, ,,deren Spezifitat 
auf die sterische und konfigurative Anordnung des glykosidisch ver- 
kniipften Angriffzuckers beschrinkt ist‘*. Nach der Weidenhagenschen 
Auffassung sollten beispielsweise die klassischen Benennungen der 
Disaccharidasen: Saccharase, Maltase und Lactase, keine Berechtigung 
mehr haben; denn spezifische, disaccharidspaltende Enzyme sollten 
iiberhaupt nicht existieren. Die Spaltung des Rohrzuckers (x-Glucosido- 
f-h-Fructosid) sollte von einer «-Glucosidase oder £-h-Fructosidase, 
die Spaltung der Maltose («-Glucosido-Glucose) von einer «-Glucosidase 
und die Spaltung der Lactose (/-Galactosido-Glucose) von einer 
B-Galactosidase bewirkt werden. Hieraus wiirde somit folgen, daB ,,ein 
Fehlen der Saccharosespaltung bei einem Enzymgemisch nur dann 
méglich ist, wenn gleichzeitig auch keine Maltosespaltung bewirkt 
wird’*. Dieselbe «-Glucosidase wiirde namlich die x-glucosidische 
Bindung sowohl der Saccharose als Maltose aufzulésen vermogen?. 

Bei meinen Untersuchungen tiber die Enzymbildung der Bakterien* 
bin ich indessen auf Tatsachen gestoBen, die mit diesem Punkt der 


' Man denke nur an die Zweienzymtheorien der Lactase (Armstrong), 
Maltase (Leibowitz) und Saccharase (Kuhn). sowie an die Zweiaffinitats- 
theorie der Saccharase (Euler u. Josephson). 

2 R. Weidenhagen, Naturwiss. 16, 654, 1928; Zeitschr. Ver. Deutsch. 
Zuckerind. 79, 115, 591, 1929; Zeitschr. f. angew. Chem. 42, 833. 1929; 
Fermentforsch. 11, 151, 1930. 

3 Derselbe, Zeitschr. Ver. Deutsch. Zuckerind. SO, 569, 1930. 

4 H. Karstrém, Uber die Enzymbildung in Bakterien usw. Dissertation 
Helsink: 1930. 
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Weidenhagenschen Auffassungsweise nicht tubereinstimmen. Aus 
meinen Untersuchungen war unter anderen hervorgegangen, daB die 
Enzymbildung in hohem Grade davon abhingt, an welches Substrat 
die Zellen beim Wachsen angepaBbt worden sind. Mit einem B. coli- 
Stamm, der in Rohrzucker enthaltender Nahrlésung geziichtet worden 
war (Rohrzucker gew6hnte Bakterien), wurde im Mittel fiir die ab- 
zentrifugierte und zu Trockenpraparat bereitete Bakterienmasse die In- 
versionsfahigkeit J f.104 = 458,5 gefunden, fiir Bakterien, die in kohlen- 
hydratfreier Nahrlésung geziichtet waren, wurde J/ . 104 27,2, fir 
Maltose gew6hnte Bakterien Jf . 104 = 28,6 und fiir Lactose gew6hnte 
Bakterien // . 104 = 39 gefunden. Dadie Maltose gew6hnten Bakterien 
eine kraftige Maltosehydrolyse bewirkten (Rohrzucker gewohnte dagegen 
nicht) und da diese Bakterien somit reich an g-Glucosidase sein sollten, 
hatte man unbedingt, nach Weidenhagen wenigstens, eine kraftigere 
Rohrzuckerspaltung durch diese Bakterien als durch Lactose gewéhnte 
und in kohlenhydratfreier Nahrlésung geziichtete Bakterien erwarten 
miissen. Dies war jedoch nicht der Fall. Als ich unter den untersuchten 
8 Coli-Stimmen ohnedies auch einen Stamm fand, der unter anderen 
Maltose, Glucose und Fructose kraftig vergor, Rohrzucker dagegen 
nicht, war es sofort klar, daB dieselbe «-Glucosidase nicht die Hydrolyse 
von Rohr- und Malzzucker zu bewirken vermag. In der bakterio- 
logischen Literatur sind iibrigens viele Bakterienarten beschrieben 
worden, die neben Maltose-Vergiérung keine Rohrzucker-Vergarung 
aufweisen. Um die absurde Méglichkeit auszuschlieBen, dab die 
Bakterienzellen eine Rohrzucker spaltende x-Glucosidase enthielten, 
ohne sie gebrauchen zu kénnen, habe ich enzymatische Hydrolyse- 
versuche mit den Maltose gewéhnten Bakterien (Trockenpraparat) 
angestellt, und zwar mit dem erwarteten Resultat, dap keine 
Rohrzuckerhydrolyse, wohl aber eine krdftige Maltosespaltung erzielt 
wurde}, 

Da jedoch nach einer brieflichen Mitteilung des Herrn Weidenhagen 
an den Vorstand dieses Labotatoriums eine Rohrzuckerspaltung mit 
einer Maltose gew6hnten Bakterienmasse (B. coli l aus der Bakterien- 
sammlung dieses Laboratoriums), die 48stiindiger Toluolautolyse 
unterworfen ist, doch zu erwarten wire, habe ich folgende Ver- 
suche zwecks einer Nachpriifung meiner friiheren Versuchsergebnisse 
ausgefiihrt. 


Versuch 1. 


Von einer Reinkultur unseres B. coli I-Stammes wurden Abimpfungen 
in | °,iger Maltosenahrbouillon gemacht. Nach etwa 20stiindiger Bebriitung 


' Siehe H. Karstrém, |. c.. S. 132 ft. 
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bei 37° wurden 6 Liter einer sterilen, mit K,H PO, gepufferten, | °sigen 
Maltosebouillon mit dem Inhalt einer Kulturréhre geimpft. Nachdem die 
Colibakterien etwa 22 Stunden bei 37° gewaschen waren. wurde eine Ab- 
impfung in Saccharosebouillon gemacht, um sich davon zu iiberzeugen, dals 
keine Infektion durch Saccharose vergirende Organismen stattgefunden 
hatte. Hierauf wurden die Bakterien abzentrifugiert, in sterilem Wasser 
suspendiert und wieder abzentrifugiert. Die feuchte Bakterienmasse (etwa 
8 g) wurde in einer dickwandigen Zentrifugenréhre (2,5 . 13 dem) mit 3 cem 
Toluol verrieben und dann mit 5 ccm Wasser verdiinnt, wonach die mit 
Kautschukstopfen geschlossene Réhre wiaihrend 48 Stunden bei Zimmer 
temperatur gehalten wurde. Die bei der Autolyse entstandenen Sauren 
wurden zeitweilig mit 5°,,igem Ammoniak neutralisiert, wobei man alkalische 
Reaktion auf das sorgfaltigste vermied. Nach vollendeter Autolyse verdiinnte 
man die Fliissigkeit auf 30 cem., wonach folgende Reaktionslésungen he 
reitet wurden: 





Saccharose; Py = 4,7 Saccharose; Py = 7 Maltose ; Py 





1Necem 15%iger Saccha- 
rose-L, sung 

10cem 7/;, mol. PO,- 
Puffer (px 4,7) 

10 cem Bakterienauto- 
lysat 


2 ecem Toluol 


10cem 15% iger Saccha- 
olf 
rose- Li sung 


19cem 7), mol. PO, 


Putter (py 7) 
10 cem Bakterienauto- 
lysat 


2ceem Toluol 


10cem 15°%iger Maltose- 
Losung 


10cem 7, mol PO, 


Putter (Pu 7 ) 
10 eem Bakterienaut«- 
lysat 


2cem Toluol 





Die Reaktionsl6sungen wurden bei 37° in geschlossenen [Erlenmeyern 
von 50 cem Inhalt aufbewahrt. Nach den in untenstehender Tabelle an 
gegebenen Zeiten wurden Proben (5 cem) den Reaktionslésungen ent- 
nommen. Zwecks Abbrechen der Enzymwirkung und Ausflockung der 
EiweiBstoffe wurden die Proben sofort aufgekocht. Der Zucker wurde in 
den abgekiihlten, klaren Lésungen nach Bertrand bestimmt. Ks wurden 
immer 2 ccm der Saccharose enthaltenden Reaktionslésungen und | cem 
der Maltose enthaltenden analvysiert. 





Zeit 


Saccharose: 47 Saccharose: 7 Maltose: 
Std. acchar Pu vechar Pu ’ Pu 
0 Omg reduz. Cu Ome reduz. Cu 41.0 me reduz. Cu 
3 - m Cu a ra Cu 496. R Cu 
18 -_ ‘ Cu -_ “ Cu 68,7 . ‘ Cu 
42 0. . Oe .. - Cu 66.4. » Ca 


Versuch 2. 


B. colil wurde in diesem Falle in einer eiweiBfreien Nahrlésung, die 
1°, Maltose enthielt, bei 37° und bei pq etwa 7 geziichtet (siehe Aarstrom, 
l.e., und zwar 8S. 113). Die erhaltene feuchte Bakterienmasse betrug etwa 
8g. Sie wurde mit 3 ccm Toluol angerieben und mit 5 cem 2/,, mol. PO, 
Puffer (pq 7) beschickt. Sonst verfuhr man wie im vorigen Versuch. Die Zu 
sammensetzung der Reaktionslésungen war auch dieselbe wie vorher. 
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or Saccharose Pu 47 Saccharese ; Pu 7 Maltose Pu 7 

0) Omg reduz. Cu Omg reduz. Cu 40.4 mg reduz. Cu 
16 _ » Ca  . » Ca 59.0 . . 
44 oo, re Cu . ‘ Cu 66.6. —- ie 


Versuch 3. 


Die ebenso wie in Versuch 2 erhaltene Bakterienmasse (aus !0 Litern 
Nahrlésung) wurde 3 Tage auf Tontellern an der Luft bei Zimmertemperatur 
ygetrocknet. Die feingepulverten Trockenbakterien (2.6 g) wurden mit 
50 cem | ,, mol. PO,-Puffer (py 7) und mit 6cem Toluol versetzt und 
10 Stunden bei 37° und dann 20 Stunden bei Zimmertemperatur bei pq etwa 7 
wie friiher autolysiert. Das Autolysat wurde dann zentrifugiert und die 
abgegossene opake Lésung mit ' ,, mol. PO,-Puffer (py 7) bis 60 cem ver- 
diinnt. Darauf bereitete man zwei Reaktionslésungen, die je 20 cem Enzym- 
lésung und 2 cem Toluol enthielten; die eine wurde mit 1,5 ¢ Rohrzucker, 
die andere mit 1,5 g¢@ Maltose versetzt. Man verfuhr dann wie in vorher 


gehenden- Versuchen angegeben. 





no Saccharose; Dy 7 Maltose: Py 7 
0 I,lecem 9,150 n KMn 0,* 42.0 mg reduz. Cu 
12 1,1 , O,150n KMn 0, 514 . a ie 
36 11.) «=60.150n KMn O, 610 , 5, oe 
60 — 705 Cu 
9 1,1 ., 0150n KMn O, 72.4 Cu 


156 11 . 0150n KMn 0, 


“ Aus den Trockenbakterien diffundieren wahrend der Autolyse reduzierende Substanzen 
n die Lisung. worauf der geringe Verbrauch von Permanganat zuriickzufiihren ist 


Aus den angefiihrten Versuchen geht einwandfrei hervor, daf dié 
autolysierten Coli-Bakterien eine erhebliche Maltosehydrolyse aber keine 
Rohrzuckerhydrolyse bewirkt hatten. Dieselbe x-Glucosidase kann somit 
nicht eine Hydrolyse dieser beiden Disaccharide bewirken. 

An einer von Beyerinck beschriebenen Hefe, Schizosaccharomyces 
octosporus, die zwar Maltose, aber nicht Rohrzucker vergart, haben 
iibrigens £. Fischer und P, Lindner! schon im Jahre 1895 gezeigt, daB 
es unter den Hefen auch Arten gibt, die Maltase, nicht aber Saccharase 
produzieren. Obwohl die damalige Versuchsmethodik, im Vergleich 
mit der heutigen, eine recht mangelhafte war, so muB man den Er- 
gebnissen doch eine qualitative Beweiskraft zuerkennen. 

Zum SchluB sei bemerkt, daB man bei Isolierung und Reindar- 
stellung der Enzyme im allgemeinen von Rohmaterien wie Hefen- 
autolysaten, Taka-Praparaten, verschiedenen Organausziigen usw. aus- 
geht, die das gewiinschte Enzym oft in sehr geringer Menge neben 


. KB. Fischer u. P. Lindner, Chem. Ber. 28, 984, 1895. 
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zahlreichen anderen Enzymen enthalten. Z. B. bedient man sich zur 


Herstellung einer ,,saccharasefreien Maltase“ oft als Ausgangsmaterial 
der Hefenautolysate, die viel reicher an Saccharase als an Maltase sind, 
und fiihrt die Trennung der beiden Enzyme dann durch auswahlende 
Absorption aus. Wiirde man dagegen hierfiir Hefearten wie Schizo- 
saccharomyces octosporus oder tiberhaupt Zellenarten anwenden, die 
reichlich Maltase, aber gar keine Saccharase produzieren, so wiirde sich 
die Bereitung einer Maltase, die sicher frei von Saccharase ist, viel ein- 
facher und zuverlassiger gestalten. 

AuBer einer geeigneten Wahl der enzymproduzierenden Zellen 
mu8 man besonders bei Spezifitatsuntersuchungen der Enzyme auch 
immer die adaptive Bildung von Enzymen_ beriicksichtigen. 


Zusammenfassung, 


Mit B. coli, einem Stamm, der unter anderem Maltose, Glucose und 
Fructose vergart, Rohrzucker dagegen nicht, wird bewiesen, daB, im Gegen- 
satz zu der Auffassung von Weidenhagen, die bei der Maltosehydrol yse 
funktionierende x-Glucosidase eine Hydrolyse des Rohrzuckers nieht zu 
bewirken vermag. 

Nachtrag bei der Korrektur. 

Aus dem Forschungslaboratorium des Instituts fiir Zucker-Industrie, 
Berlin, hat Herr Weidenhagen uns liebenswiirdigerweise 5g Melezitose 
(rein) zugehen lassen, wofiir ich ihm meinen besten Dank ausspreche. Ich 
habe mit diesem Trisaccharid drei Versuche vollkommen analog zu den 
oben beschriebenen ausgefiihrt, und zwar mit dem Resultat, daB neben 
einer kraftigen Maltosehydrolyse keine Spaltung des Trisaccharids auch 
nach langerer Zeit zu beobachten war. Die x-glucosidischen Bindungen 
der Melezitose werden somit nicht von der bei der Maltosehydrolyse funk- 


tionierenden x-(ilucosidase aufgelést. 





Untersuchungen iiber die chemische Konstitution 
der Serumeiweibkoérper. IV. 


Von 
Anton Fischer und Alfred Blankenstein. 


(Aus dem Laboratorium des Rheumaforschungsinstituts beim Landesbad 
Aachen.) 


(Eingegangen am 11. Dezember 1930.) 


A. Analysen des Serumeiwei8es mit pathologisch erhéhtem Tryptophangehalt. 


In den vorausgehenden Publikationen (1) (2) (3) wurden die 
Analysen von sieben menschlichen Seren mitgeteilt; dabei handelte 
es sich durchweg um Normalseren. Bei sechs Fallen war die Senkungs- 
reaktion und der Tryptophangehalt des GesamtserumeiweiBes normal, 
bei einem Fall (Serum 7) war die Senkungsreaktion zwar beschleunigt, 
der Gehalt an Tryptophan jedoch normal; wir haben bereits darauf 
hingewiesen, daB die Senkungsbeschleunigung in diesem Falle nicht 
die Folge von ,,Globulinvermehrung’ sein konnte; vielleicht war sie 
durch Vermehrung des Fibrinogens oder durch erhéhte Agglutin- 
abilitat der Erythrocyten verursacht. 

Wir hatten unterdessen Gelegenheit, zwei Sera zu analysieren, bei 
welchen neben stark beschleunigter Senkungsreaktion auch eine starke 
Vermehrung des Tryptophans im Gesamtserum vorlag. 


8. Serum. 48 cem. 


Senkungsreaktion 86. EiweiBgehalt (Kjeldahl) 8.75%. Tryptophangehalt 
3,53 %,. 





Gesamt- 


Eiweibkérper gewicht Gewicht N Tryptophan 
£ "9 "lo ° 0 
Euglobulin + Na Cl- Nieder- 
schlag . tie a acts 1,7128 3,805 14,28 2,7 
Euglobulinrest . . .. . . 0,0156 0,035 zu wenig zu wenig 
Pseudoglobulin + Saure- 
niederschlag ..... . 0,0244 0,054 ‘ e 7 id 
Pseudoglobulinrest . . . . 0,1190 0,264 ‘ as - . 
SaureglobulinI. ..... 0,9805 2,179 14,84 0,96 
‘ ee ‘ Spuren 
Saurealbumin. ...... Spuren 


Gesamteiweib. . . . .. . 2,8523 6,337 
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Zu der Analyse des achten Serums ist jedoch zu bemerken, dab 
infolge der geringen Serummenge, die uns zur Verfiigung stand, die 
Gewichtsmenge der kleineren Fraktionen infolge der unvermeidlichen 
Verluste beim Filtrieren und Auswaschen wahrscheinlich etwas zu 
gering ist. Im allgemeinen empfiehlt es sich, den von uns angewandten 
Analysengang mit gréBeren Serummengen (mindestens 70 bis 80 ccm 
Serum) vorzunehmen. 


9. Serum. 100 com. 


Senkungsreaktion 125. EiweiBgehalt (Kjeldahl) 9.5°,. Tryptophangehalt 
3,58 %. 





Eiweiikorper Gewicht N Tryptophan 

Euglobulin + NaCl-Niederschlag . . 2,05 13,86 2.6 

EN. - se a ie 1.81 14,07 1,4 

Pseudoglobulin + Saureniederschlag . 0.33 zu wenig 19 

~ “ea ae ie 1,42 12.60 1,54 

Saureglobulin I... . . 2,73 12.88 1,06 
‘ Il. “0 Spuren 
Saiurealbumin . . . eae s Spuren 
II cs ok SG ck we ot es 8.34 


Um die erhaltenen Werte mit der EiweiBverteilung in den Normal- 
seren vergleichen zu kénnen, haben wir die bei den Seren 1 bis 7 er- 
haltenen Durchschnittsgewichte in der nachfolgenden Tabelle I zu- 
sammengefabt. 

Tabelle I. 





Sera 1 bis 7 


—- 7 . abel a Dureh- Ser 8 Serum 9 
Kiweibkorper H nay r | Ni pe ter sehnitts- rum rul 
ert 
Euglobulin I 1,25 0,27 0,71 3,50 2,05 
4 58 1,58 0,49 1,10 0,03 1,81 
PseudoglobulinI] ... . 1,05 0,17 0,72 0,05 0,33 
. =. ; 1,07 0,14 0,70 0,26 1,42 
Saureglobulin I*. , , 4,27 3,20 3.49 2,18 2,73 
. _ ee 0,02 0,76 0,26 Spuren Spuren 
Saurealbumin . ; 0,02 0,59 0,24 Spuren Spuren 
Gesamtglobulin . . . : — 3,23 4.16 5.61 
Gesamtalbumin . .... _— 3,99 2,18 2,73 


* Serum 4 nicht mit eingerechnet 


Wie aus Tabelle | ersichtlich, ist bei den pathologischen Seren 
8 und 9 das Gesamtglobulin vermehrt, das Gesamtalbumin vermindert. 
Um den Fehler auszuschalten, der darin lag, daB wir die Gewichts- 
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mengen auf 100 cem Serum berechnet haben, obwohl der Cesamt- 
eiweiBgehalt nicht unerheblich schwankte, haben wir die Tabelle IT 
mit den entsprechenden relativen Zahlen ausgerechnet. 


Tabelle 11. 





Sera 1 bis 7 


Eiweifkorper Hichster Niedrigster a. Serum 8 Serum 9 
Vert Wert Wert 
KuglobulinI ...... 19,32 3,86 9,83 60,0 24.6 
‘ ga EA 21.40 7,00 15,24 0.5 21,7 
Pseudoglobulin I . . . . 17.3 2.43 9,97 0.8 4.0 
m _ eee 17,3 2,16 9,69 4,1 17,0 
SaureglobulinI] . .. . . 58,0 38.46 48.34 34.3 32.7 
‘i F 0,29 19,86 3,60 - 
Saurealbumin . 0,354 6,88 3,32 _ 
Gesamtglobulin ’ - 44,73 65.7 67.3 
Gesamtalbumin .... . 55,26 34.3 32,7 


Wie aus Tabelle I und II ersichtlich, beruht die Zunahme des 
Globulins bei den pathologischen Seren nicht auf einer gleichmadBigen 
Vermehrung der vier Globulinfraktionen. Es findet vielmehr eine 
starke absolute und relative Vermehrung des kochsalzfallbaren Euglobulin- 
anteils statt; daneben war im Serum 9 auch die mit Kochsalz nicht 
fillbare Euglobulinfraktion und die nicht saéurefallbare Pseudoglobulin- 
fraktion héher als der Durchschnitt, jedoch lagen die Werte noch im 
Rahmen der Maximal- und Minimalwerte der Normalseren. Die relative 
Gesamtmenge des Pseudoglobulins bei Serum 9 war nicht héher als bei 
den Normalseren. 

Durch diese Befunde fanden wir unsere friihere, aus der Analyse 
des Tryptophangehaltes des GesamtserumeiweiBes gewonnene An- 
nahme (4) bestatigt, daB unter pathologischen Verhaltnissen nicht das 
gesamte Globulin, sondern nur einzelne Fraktionen desselben, ins- 
besondere die am meisten Tryptophan enthaltende Fraktion Euglobulin I 
vermehrt ist. Auch die Abnahme des Albumins scheint nicht alle 
Albuminfraktionen gleichmaBig zu betreffen; wahrend das Saure- 
globulin I in beiden pathologischen Seren nur stark vermindert war, 
waren die anderen Albuminfraktionen bloB in Spuren vorhanden und 
konnten nicht in wagbarer Menge dargestellt werden. 

Das Verhalten der Sera 8 und 9 ist natiirlich nur ein Beispiel fiir 
die méglichen Veranderungen der SerumeiweiBk6rper unter patholo- 
gischen Bedingungen. Wir halten es fiir durchaus méglich, daB bei 
abweichenden immunbiologischen Verhaltnissen auch die Verteilung 
der SerumeiweiBkérper verschieden ist. 
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B. Uber die Beziehungen des direkt bestimmten Tryptophangehaltes des 
GesamtserumeiweiBes zu dem Tryptophangehalt der getrennten EiweiB- 
fraktionen. 

Wir haben in vorausgegangenen Untersuchungen (4) (5) (6) wieder- 
holt auf die hohen Tryptophanwerte (iiber 4°.) im Gesamteiweib 
mancher pathologischen Sera hingewiesen, welche durch die Annahme 
der ,,Globulinvermehrung™ nicht erklart werden konnten. Dieses 
Problem fiihrte uns zu der vorhin erwahnten und durch die vorstehenden 
Befunde erwiesenen Annahme, daB in diesen Fallen besonders die eine 
tryptophanreiche Euglobulinfraktion vermehrt sein muB. 

Dennoch stehen der Erklirung dieser hohen Tryptophanwerte 
noch Hindernisse im Wege. Wir fanden in den getrennten Fraktionen 
der sieben normalen menschlichen Seren die folgenden Durchschnitts- 
gehalte an Tryptophan: 


DUE Sw ee ew ss OH 
Euglobulin IT 2,10% 
PseudoglobulinI . . .... . 2,385% 
Pseudoglobulin IT. 1.73% 
SdureglobulinI. ...... . 0,95% 
SaureglobulinT] . . . . . . . 0.75° 

Saurealbumin ...... . . 1.36% 


Es geht aus dieser Zusammenstellung hervor, dab auf keinen Fall 
hdéhere Werte als 3,22°., fiir das GesamtserumeiweiB zu erwarten 
waren, selbst dieser Wert nur in dem unwahrscheinlichen Fall, daB das 
gesamte Serumeiweil? aus der Fraktion Euglobulin I besteht. Noch 
krasser ist die Abweichung bei den Seren 8 und 9; der Tryptophan- 
gehalt des GesamteiweiBes betrug 3,53 bzw. 3,58 °.,. wahrend die trypto- 
phanreichste Fraktion bloB 2,7 bzw. 2,6°,, Tryptophan enthielt. Die 
Annahme, es kénnte die chemische Struktur der Eiweiffraktionen 
der pathologischen Seren verschieden sein, ist daher, wenigstens soweit 
der Gehalt an Tryptophan in Frage kommt, hinfallig. Nicht die che- 
mische Struktur der einzelnen Fraktionen, sondern die quantitative 
Verteilung derselben ist unter pathologischen Verhaltnissen verandert. 
Um diese Divergenz aufzukliren, haben wir den Tryptophangehalt 
des SerumeiweiBes von Serum 9 naéher untersucht. 

Zunachst haben wir 20cem Serum mit Alkohol versetzt, den 
EiweiBniederschlag gewaschen, getrocknet und quantitativ dargestellt. 
Die Ausbeute betrug 2,004g. Weitere 20cem Serum wurden durch 
Hitze koaguliert, der Niederschlag, gewaschen und getrocknet, wog 
1,906 g. Zuletzt haben wir in 20 cem Serum das Gesamtalbumin und 
das Gesamtglobulin durch Halbsattigung des Serums mit Ammonsulfat 
dargestellt, wir erhielten 0,788 bzw. 1,034 g. Die Ergebnisse gibt die 
Tabelle III wieder. 
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Tabelle 111. 





Eiweifi berechnet auf 


Kiweibkirper 100 cem Serum N-Gehalt Tryptophan 
%p mg 0 
Alkoholfalluny , 5% 10,02 14,56 1,5 
Hitzekoagulat . . ay 9,53 12,74 7 
Gesamtglobulin . . ‘ : 5,17 13,37 2,1 
Gesamtalbumin . . : east 3,94 12,53 0,72 
(Globulin + Albumin)... . (9,11) 


Wie aus der Tabelle III ersichtlich, ist der Tryptophangehalt des 
GesamteiweiBes 1,5 bis 1,7°.,; das entspricht auch den Werten, die wir 
im gesamten Globulin bzw. Albumin erhalten haben und stimmt mit 
den Analysen der getrennten Fraktionen (s. oben) gut iiberein. Dasselbe 
gilt auch fiir die Stickstoffwerte ; auffallend ist nur der hohe Stickstoff- 
gehalt des durch Alkoholfallung gewonnenen Eiweibniederschlags. 
Die Gewichtsmenge des letzteren war noch héher als der EiweiBgehalt, 
der durch direkte Kjeldahlisierung des Serums unter Zugrundelegung 
des Faktors 6,25 berechnet wurde und der 9,5°., betrug. Auf das auf- 
fallende Verhalten der Alkoholniederschlage hat der eine von uns bereits 
friiher [l.c. (6)] hingewiesen. Es unterliegt daher keinem Zweifel, 
daB der Tryptophangehalt des rein dargestellten Serumeiweibes wesent- 
lich niedriger ist als der Wert, der durch direkte Bestimmung im Serum 
ermittelt wird (3,58 °(,). Die Ursache dieser Divergenz konnte zunachst 
daran liegen, daB im Serum freies Tryptophan in erheblicher Menge 
vorkommt, das bei der Reindarstellung des EiweiBes verloren geht. 
Wir haben daher das Filtrat der Alkoholfallung bis auf einige Kubik- 
zentimeter eingedampft, auf 20 ccm aufgefiillt und auf freies Tryptophan 
untersucht. Sowohl die Voisinetsche wie auch die Millonsche Reaktion 
war jedoch negativ; freies Tryptophan und Tyrosin waren daher, wie 
bereits frither [I. c. (6)] festgestellt, nicht vorhanden. 

Es konnte weiter daran gedacht werden, daB im eiweiBfreien 
Serumfiltrat irgendwelche Substanzen vorhanden sind, welche die 
Voisinetsche Reaktion katalytisch beeinflussen. Wir haben zu 2 ccm 
Caseinstandardlésung (sowohl in n/10 NaOH, wie auch in 30°, iger 
KOH) lccem Serumfiltrat zugesetzt und mit 2cem Standardlésung, 
der l1ecem Ringerlésung zugesetzt wurde, in bezug auf Tryptophan- 
gehalt kolorimetrisch verglichen. Es konnte jedoch kein Unterschied 
im Tryptophangehalt gefunden werden; eine katalytische Beeinflussung 
der Voisinetschen Reaktion findet daher nicht statt. 

Nachdem diese Fehlerquellen ausgeschlossen werden konnten, 
muBten wir die Ursache der Abweichung der Tryptophanwerte bei 
direkter Bestimmung im Serum [wie wir sie zu klinischen Zwecken 
serienweise angewandt haben (5) (6)] und bei Bestimmung in rein 
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dargestellten EiweiBkérpern in den Besonderheiten der angewandten 
Methode suchen. Bei der direkten Tryptophanbestimmung im Serum 
wird das (n/10 alkalisch gemachte) Serum mit einer Caseinstandard- 
lésung verglichen, die in n/10 NaOH gelést ist. Bei der Tryptophan- 
bestimmung in reinen Proteinen werden die letzteren in 30° ,iger KOH 
gelést (0,1 g in 2cem KOH) und mit einer in 30° ,iger KOH gelésten 
Caseinstandardlésung verglichen [Fiirth-Dische (7)]. 

Der einzige Unterschied bei den beiden Anwendungen der Methode 
von Fiirth-Dische besteht daher in der verschieden stark alkalischen 
Lésung des analysierten EiweiBkérpers bzw. der Caseinstandardlésung. 
Um den EinfluB der Alkaleszenz auf die Methode zu priifen, haben 
wir zunachst die beiden Standardlésungen miteinander verglichen, 
weiter haben wir die reinen Eiwei®kérper in 1 cem (anstatt wie tblich 
in 2cem) 30°, iger KOH gelést und dann, wie auch sonst, mit Salz- 
saure auf 20 ccm aufgefillt. Da auf diese Weise 1 ccm konzentrierte 
Salzsiure mehr zu der EiweiBlésung hinzukam, haben wir adhnliche 
Verhaltnisse geschaffen, wie bei der direkten Bestimmung im Serum. 
lcem HCl neutralisiert 1 cem 30°,,ige KOH vollstandig. Zu anderen 
Proben derselben EiweiBlésung haben wir vor der, Bestimmung | ccm 
30 °,ige KOH zugefiigt, womit wir dieselben Verhaltnisse rekonstruiert 
haben, die auch sonst bei unseren Analysen vorlagen. Alle Proben 
haben wir sowohl gegen die n/10 alkalische, als auch gegen die in 30 ° ,iger 
KOH geléste Caseinstandardlésung kolorimetriert. Die Ergebnisse 
gibt die Tabelle IV wieder. 


Tabelle 1V. 


Versuche iiber Tryptophanwerte bei wechselnder Alkaleszenz. 





Standard- Standard- 
lisung in lésung in 


Nr. 30 °/oiger n/10 
KOH Na Ou 

1 | Caseinstandardlésung in 30%iger KOH ....... - 9:10 
2 .- n/jl0 NaOH. ..... 11,5:10 - 
3 Alkohol. Serumkoagulat: 01 g in lcem 30°, iger KOH 24% 28% 
4 Cie.il, BW%, Os 

+ 1cem 30% iger KOH... gl ae eh 1.7% 1.9% 
5 EuglobulinI 0,1 g in leem 30% iger KOH aire . 1 88% | 42% 
6 s le, i, R% s KOH + 1 com 

30% iger KOH .. . i. % . | 26% 2,8 2 
7 SaureglobulinI 0,1 g in 1 cem 80° iger KOH .. 11% 14% 
8 - rele. i, M% »« KOH + 1 ccm 

S0%ieer ROH... . 1. 0,8 % 10% 


Aus der Tabelle IV geht folgendes hervor: 


1. Die in 30 °,iger KOH geléste Standardlésung gibt eine starkere 
Voisinetsche Reaktion als die in n/10 NaOH geléste. Dementsprechend 
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waren die Tryptophanwerte der Eiweibkérper auch héher, wenn sie 
mit der schwacher alkalischen Standardlésung verglichen wurden. 

2. Die durch Salzséure neutralisierten EiweiBlésungen ergaben 
hohere Tryptophanwerte als die, welche in iiblicher Weise in 2 ccm 
30 °iger KOH gelést wurden. Wahrend daher steigende Alkaleszenz 
die Voisinetsche Reaktion der Caseinlésungen verstdrkt, verhalten 
sich die KiweiBkérper des Serums umgekehrt ; ihre Voisinetsche Reaktion 
wird durch Alkali abgeschwacht. 

Dieses Verhalten erklart restlos die Abweichungen der Tryptophan- 
werte bei direkter Bestimmung und bei Bestimmung in gereinigten 
Kiweibkérpern; die Ursache der Divergenz liegt lediglich im Unter- 
schied der Alkaleszenz. 

Aus dieser Tatsache folgt weiterhin, dab wir den mit der Fiirth- 
Discheschen Methode ermittelten Tryptophanwerten bloB einen relativen 
Wert zumessen kénnen, da das Maximum der Intensitat der Voisinet- 
Reaktion der Caseinstandardlésung bei einer anderen Alkaleszenz 
erreicht wird, als bei den anderen untersuchten Eiweiblésungen. Das- 
selbe gilt auch fiir die Werte, die nach der im Prinzip ahnlichen Methode 
von May-Rose ermittelt werden; wir sehen daher in der Anwendung 
dieser letzteren Methode, deren Ausfiihrung auBerdem bei rein dar- 
gestellten Eiweibkérpern groBe Schwierigkeiten bereitet, keinen Vorteil. 

Wenn wir daher den in der vorliegenden Untersuchungsreihe er- 
mittelten Tryptophanwerten auch nicht den Charakter von absoluten 
Werten zuerkennen kénnen, so behalten diese Zahlen als relative Ver- 
gleichswerte eine groBe Bedeutung. Es bestehen keine Anhaltspunkte 
dafiir, daB auBer der in der Versuchsanordnung festgesetzten und 
stets genau eingehaltenen Alkaleszenz noch andere, nicht auf dem tat- 
sichlichen Gehalt der untersuchten Eiweibkérper an Tryptophan 
beruhende Faktoren die erhaltenen Werte beeinflussen kénnen. Auf 
die konstante Einhaltung der Alkaleszenz (Verwendung von genau 
30 °iger bzw. n/10 Lauge und von konzentrierter Salzsiure von kon- 
stantem, vor der Ausfiithrung der Analyse bestimmten spezifischen 
Gewicht) muB genau geachtet werden; ist diese Voraussetzung erfillt, 
so beweisen abweichende Werte verschiedener Eiwei®kérper auch 
tatsachlich abweichenden Gehalt an Tryptophan und dementsprechend 
auch eine abweichende chemische Struktur. In diesem Sinne ist die 
Methode sowohl fiir die direkte Bestimmung im Serum als auch in rein 
dargestellten EiweiBkérpern gut verwertbar. 


Zusammenfassung. 


1. Es werden zwei Analysen der getrennten Eiweibkérper patho- 
logischer Seren (mit erh6htem Gehalt an Tryptophan) mitgeteilt. Der 
Vergleich der quantitativen Verteilung der sieben chemisch differenten 
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Fraktionen mit den normalen Durchschnittswerten laBt deutlich er- 
kennen, daB an der ,,Globulinvermehrung” in den mitgeteilten Fallen 
nicht alle Globulinfraktionen, sondern hauptsachlich das mit Aochsalz 
fdllbare Euglobulin beteiligt ist. 

2. Es wurde die Ursache der Differenzen des Tryptophangehalts 
untersucht, die bei direkter Bestimmung im Serum und bei der Be- 
stimmung im rein dargestellten SerumeiweiB bestanden haben. Die 
Ursache liegt in der Verschiedenheit der Beeinflussung der Voisinet- 
schen Reaktion bei Casein bzw. bei SerumeiweiB, durch die Alkaleszenz 
des Lésungsmittels. Aus diesem Grunde kénnen die gefundenen Werte 
nicht als absolute Werte gelten; die Methode ist jedoch, bei genauer 
Einhaltung konstanter Reaktion, geeignet, durch Aufdeckung relativer 
Differenzen des Tryptophangehalts wertvolle Aufschliisse tiber die 
chemische Struktur vergleichsweise untersuchter Eiweibkoérper und 
Seren zu geben und ist daher fiir die vorliegende Fragestellung gut 
brauchbar. 

Literatur. 

1) Fischer u. Blankenstein, diese Zeitschr. 220, 380, 1930. 2) Blanken- 
stein u. Fischer, ebendaselbst 224, 211, 1930. 3) Dieselben, ebendaselbst 
228, 437, 1930. 4) Fischer, Klin. Wochenschr. 1929, Nr. 50. 5) Derselbe, 
Zeitschr. f. klin. Med. 110, 224. 6) Fischer u. Weiss, Zeitschr. f. exper. 


Med. 48, lll. — 7) Fiirth u. Dische, diese Zeitschr. 196, 275, 1928. 





Studien tiber asymmetrische Synthese. 


IX. Mitteilung!: 


Die Bildung von optisch aktiven substituierten Glykolsiuren aus |l-Menthyle 
und 1-Bornyl-x-Naphthoylformiaten. 


Von 


Alex. Me Kenzie und Patrick Dunbar Ritchie. 


(Aus dem chemischen Laboratorium des University College, Dundee. 
Universitat, St. Andrews.) 


(Eingegangen am 13. Dezember 1930.) 


Die Vorstellungen iiber die asymmetrische Synthese haben fir 
die Biochemiker wegen ihrer Beziehung zum Vorkommen optisch- 
aktiver Verbindungen in der Natur besonderes Interesse. Der Begriff 
selbst wurde von Emil Fischer eingefiihrt, aber alle Versuche zur 
experimentellen Verwirklichung einer solchen Synthese mit Verbindungen 
bekannter Konstitution blieben ohne Erfolg, bis Marckwald (1904) die 
geniale Darstellung von linksdrehender Valerianséure aus Methyl- 
athyl-malonsiure als Ausgangsmaterial beschrieb?. In demselben 
Jahre wurden von McKenzie durch Anwendung der Grignardschen 
Reaktion und durch Einwirkung von |-Menthol die asymmetrischen 
Synthesen der linksdrehenden Atrolactin- und Phenyl-athyl-glvkol- 
siure ausgefiihrt, nach folgendem Schema: 


CgH,.CO.COOH ae CgH,;.CO.COOC io Hy, 
CgH, OH Og Hs. OH 
—> C —~ |- C 
C Hg CO OC 6 Hy CH, COOH 
Die einfachste Erklarung fiir diese Synthese ist folgende. Weil 


1-Menthyl-l-atrolactinat und 1-Menthyl-d-atrolactinat diastereoisomer sind, 
war ein Unterschied in ihrer Bildungsgeschwindigkeit aus 1-Menthy]- 
benzoyl-formiat zu erwarten. Wenn man auf diesen letzteren Ester Methy!- 


! Friithere Veréffentlichungen: Mc Kenzie, Journ. Chem. Soc. London 
85, 1249, 1904; 87, 1373, 1905; 89, 365, 1906; McKenzie u. Wren, 89, 688, 
1906; 91, 1215, 1907; McKenzie u. Miiller, 95, 544. 1909; Me Kenzie u. 
Humphries, 95, 1105, 1909. 

2 B. 87, 349, 1904. 
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magnesium-jodid einwirken JaBt, entsteht ein neues asymmetrisches Kohlen- 
stoffatom und die |-Menthyl-Gruppe iibt wahrend der Grignardschen 
Reaktion einen richtenden EinfluB aus. Wenn das ganze l-Menthyl-benzoyl- 
formiat durchreagiert hatte und die Umsetzung vollstandig war, hatte sich 
eine Mischung ungleicher Mengen der Menthyl-atrolactinate gebildet, in 
der der Ester der ]-Saéure iiberwog. Nach der Verseifung der Ester-mischung 
mit iiberschiissiger alkoholischer Kalilauge und nach vollstaéndiger Ent- 
fernung des Menthols wurde das Reaktionsprodukt mit Salzséiure an- 
gesiuert und die Atrolactinsiure mit Ather extrahiert. Sie hatte ein 
{«]Jp = — 9,5° in &thylalkoholischer Lésung. wahrend die optisch reine 
Sdéure [x«]p 37,7° hatte?. 

Es ist von Wichtigkeit, hierzu zu bemerken, daB die friiheren Arbeiten von 
Marckwald und Mc Kenzie? iiber die fraktionierte Veresterung und fraktio- 
nierte Verseifung Sterevisomerer in ein anderes Gebiet gehéren als die oben 
angefiihrte. Dieser Unterschied ist nicht immer hinreichend gewiirdigt 
worden, und es ist leider in der Literatur Verwirrung entstanden, weil einige 
Autoren*® annahmen, daB diese Arbeiten Beispiele von asvymmetrischen Syn- 
thesenenthielten. Beidiesen alteren Versuchen von Marckwald und Me Kenzie 
kommt keine asymmetrische Synthese vor, wenn man diesen Begriff in 
dem von Fischer vorgeschlagenen und von Marckwald und Me Kenzie 
iibernommenen Sinn gebraucht, weil kein neues asymmetrisches Kohlen- 
stoffatom gebildet wird, wie es bei den typischen asymmetrischen Synthesen 
der Fall ist*. Wenn eine racemische Séure, die man in geschmolzenem 
oder geléstem Zustande als eine Mischung gleicher Mengen der Antimeren 
ansehen kann, mit 1-Menthol erhitzt wird, kénnen, wie Marckwald und 
Mc Kenzie zeigten, die beiden Menthylester mit verschiedener Geschwindig- 
keit gebildet werden, so daB nach unvollstandiger Veresterung die un- 
veresterte Séure optisch aktiv sein kann. Dies tritt ein, wenn z. B. d- 
Mandelsaure teilweise durch Erhitzen mit ]-Menthol verestert wird. Wenn 
aber in einem solchen Falle die Veresterung vollstandig durchgefiihrt ware, 
wiirden theoretisch die d- und 1-Saéuren in demselben AusmaB, wenn auch 
mit verschiedener Gesclhwindigkeit, verestert werden, und das Endprodukt 
wiirde aus einer Mischung gleicher Mengen der diastereoisomeren Ester 
bestehen, vorausgesetzt, daB nicht wahrend des Erhitzens sekundare 
Reaktionen, wie Racemisierung, eintreten. Mit anderen Worten besteht, 
obwohl die Affinitaétskonstanten der d- und 1-Mandelséure gegeniiber 
1-Menthol identisch sind, ein Unterschied zwischen den Saéuren im Hinblick 
auf die Reaktionsgeschwindigkeit, wenn sie eine Esterbildung mit 1-Menthol 
eingehen. Die Dinge liegen anders bei der asymmetrischen Synthese, z. B. 
der Atrolactinséure, wo das Endprodukt aus einer Mischung ungleicher 
Mengen der Ester besteht §. 





' Mec Kenzie u. Clough, Journ. Chem. Soc. London 97, 1016, 1910. 

2 B. 32, 2130, 1899; 33, 208, 1900; 34, 469, 1901. 

3 Vgl. z. B. Jaeger, Vorlesungen iiber das Symmetrieprinzip, Amster- 
dam 1917. 

* Vol. Hans Erlenmeyer, Helv. chim. Acta 18, 731, 1930. 

5 Marckwald, |. c., definiert die asymmetrische Synthese folgender- 
ma8en: Asymmetrische Synthesen sind solche, welche aus symmetrisch 
konstituierten Verbindungen unter intermediaérer Benutzung = optisch 
aktiver Stoffe, aber unter Vermeidung jedes analytischen Vorganges, 
optisch aktive Substanzen erzeugen. 
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Der erste Versuch von Mec Kenzie zur Erziclung einer asymmetrischen 
Synthese war erfolglos'. 1-Menthyl-benzoyl-formiat wurde in atherischer 
Lésung mit Aluminiurnamalgam reduziert, wodurch ein neues asymmetri- 
sches Kohlenstoffatom entsteht, 

C,H, . CO. COOC,, Hy — Cy; . CH(OH). COOC,, Hyp. 

und es ergab sich, da eine Mischung von 1-Mandelséure-l-menthylester 
und d-Mandelsaure-l-menthylester mit UberschuB8 am ersteren entstand. 
Wenn jedoch diese Mischung mit einem Uberschu8 von alkoholischer Kalli- 
lauge verseift wurde, war die erhaltene Mandelséure nicht linksdrehend. 
sondern optisch inaktiv, was dem katalytisch racemisierenden FEinfluB 
des Kaliumathylats zuzuschreiben ist?. Obwohl bei der Reduktion des 
1-Menthyl-benzoyl-formiats ein neues asymmetrisches Kobhlenstoffatom 
entstanden war und obwohkl tatsiachlich eine Mischung ungleicher Mengen 
der Diastereoisomeren gebildet worden war, ist es dennoch unkorrekt. 
dies, wie es einige Autoren getan haben*, als eine asymmetrische Synthese 
zu bezeichnen, vorausgesetzt, daB man diesen Begriff in seinem urspriing- 
lichen Sinn gebraucht. 

In kirzlichen Veréffentlichungen aus diesem Laboratorium?* 
wurde gezeigt, daB bestimmte, optisch-aktive Menthyl- und Borny!l- 
ester von x-Ketosauren bei der polarimetrischen Untersuchung in 
alkoholischer Lésung Mutarotation zeigten. So drehte eine frisch 
dargestellte athyl-alkoholische Lésung von 1-Menthyl-benzoyl-formiat 
beim Aufbewahren mehr und mehr nach links, bis ein Punkt erreicht 
war, bei dem sich das endgiiltige Gleichgewicht eingestellt hatte. Dieses 
Ergebnis war unter der Hypothese vorausgesagt worden, daB bei der 
Erreichung dieses Gleichgewichts unter der Wirkung der asymmetrischen 
katalytischen Racemisierung® eine Mischung der beiden Ester 

l- 1- d- l- 

C,H, .CO.COOC,,Hyy (A) und C,H;. CO. COOC,,Hys (B) 
gebildet wird mit einem Uberschu8 an A, wobei angenommen wurde, daB 
die Carbonylgruppe in z-Stellung entweder als Folge der Bildung 
einer semipolaren Doppelbindung oder aus irgend einem anderenGrunde 
eine asymmetrische Umgebung bekommt. Im tatsachlichen Versuch 
trat bei solchen Menthyl- und Bornyl-estern in manchen Lésungsmitteln 
eine langsame Mutarotation ein, in anderen aber, wie Ather, konnte 
sie nicht festgestellt werden ; die Einstellungsgeschwindigkeit des Gleich- 
gewichts in Ather muBte aiso als so groB angesehen werden, daB keine 
Mutarotation mehr zu beobachten war. Bei der asymmetrischen 
Synthese der ]-Atrolactinsiure wurde jetzt angenommen, daB die 


1 lL. 

2 Mc Kenzie u. Wren, Journ. Chem. Soc. London 115, 602, 1919 usw. 

3 Vgl. z. B. Wittig, Stereochemie 1930, S. 40. 

* Mc Kenzie u. Miss A. G. Mitchell, diese Zeitschr. 208, 456, 471, 1929; 
224, 242, 1930. 

5 Mc Kenzie u. Miss I. A. Smith. B. 58, 894, 1925. 
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Einstellung des Gleichgewichts zwischen A und B in atherischer Lésung 
vor der tatsichlichen Einwirkung des Grignardschen Reagenses erreicht 
wirde. Asymmetrie erzeugt Asymmetrie, und es wurde vermutet, dab 
sich die an der «-Carbonylgruppe induzierte Linksdrehung vergr6éBern 
wiirde mit dem Endergebnis, daB die schlieBlich isolierte Atrolactin- 
sdure linksdrehend sein wiirde. 

Dies ware also eine Erklarung fiir den Mechanismus der asymmetri- 
schen Synthese, die mit der einfacheren zu Beginn dieser Arbeit aus- 
gefihrten zur Diskussion gestellt wird. Wir sind jedoch weit 
davon entfernt, diese Hypothese, die darauf beruht, daB die Car- 
bonylgruppe in der «-Stellung eine asymmetrische Umgebung annimmt, 
unbedingt fiir richtig zu halten. Aber, mag diese Vorstellung richtig 
oder falsch sein, sie hat sich uns als Antrieb zu weiterer Untersuchung 
als von groBem Wert erwiesen, und allein aus diesem Grunde sind 
wir der Ansicht, daB sie weder tiberfliissig noch nutzlos war. Ein Verweis 
auf die kiirzlich in dieser Zeitschrift erschienenen Arbeiten tiber diesen 
Gegenstand wird zeigen, wie mit Hilfe dieser Hypothese Voraussagen 
gemacht werden konnten, die experimentell verwirklicht wurden. 
Eine der auffallendsten von diesen Voraussagen mag in die Erinnerung 
zuriickgerufen werden. Die asymmetrische Synthese von d-Atrolactin- 
siure wurde durch Einwirkung von Phenyl-magnesium-bromid auf 
Brenztraubensaure-l-menthylester durchgefiihrt !. 


CHs .CO.COOH —> CHg .CO.COOC,) Hy, 
CHsg OH CHs OH 

—> Cc > d- C 
C,H; COOC 9 Hyg C,H, COOH 


Unlangst war vorhergesagt worden, daB Brenztraubensiure-l- 
menthylester Mutarotation zeigen und daB wahrend der Einstellung 
des Gleichgewichts die Linksdrehung der Lésung abnehmen wiirde. 
Es ergab sich, daB dies in athylalkoholischer Lésung der Fall war?, 
wahrend in einer ahnlichen Lésung von 1-Menthyl-benzoylformiat ein 
Anwachsen der Linksdrehung beobachtet wurde. 

So wurden nach einer Reihe von Jahren die Untersuchungen uber 
die asymmetrsiche Synthese mit Hilfe, der Grignardschen Reaktion 
mit dem Ziele' wieder aufgenommen, die oben dargelegte Hypothese 
in anderen Fallen zu beweisen. 

Es wurde |-Menthyl-«-naphthoyl-formiat dargestellt und in einer 
Reihe verschiedener Lésungsmittel untersucht. Mutarotation wurde 
in Lésungen in Athylalkohol, n-Propylalkohol und Isobutylalkohol 
beobachtet; dabei vergréBerte sich die Linksdrehung der Loésungen 
mit der Zeit. Leider ist der Ester bei gew6hnlicher Temperatur in diesen 


' McKenzie, Journ. Chem. Soc. London 89%, 365, 1906. 
2 McKenzie, u. Miss Mitchell, 1. c. 
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Lésungsmitteln ziemlich wenig léslich, so daB die polarimetrisch beob- 
achteten Werte notwendigerweise etwas klein waren. Nichtsdesto- 
weniger war die Mutarotation ausgesprochen; so stieg die Drehung 
z. B. in Athylalkohol von [x]?j,, — 20° auf [a]?j,, — 24°, wenn die 
Lésung tiber Nacht gestanden hatte. Der Zeitpunkt, an dem der 
konstante Endwert der Drehung erreicht wurde, wurde nicht tatsachlich 
beobachtet, aber man kann ihn angenahert auf 12 bis 14 Stunden 
schatzen, wenn man eine Kurve zeichnet, auf der [«]%,, gegen Zeit 
aufgetragen ist. Andererseits begegneten wir einer Probe unseres 
Esters, die keine solche Mutarotation zeigte, da ihre athylalkoholische 
Lésung von Anfang an einen konstanten Drehwert von [«]?§,, — 24° 
zeigte. Wenn aber diese Probe aus Athylalkohol mit einer Spur Pyridin 
umkristallisiert wurde, und fiir die Fernhaltung von Spuren von Sauren 
gesorgt wurde, so zeigte der Ester die normale Mutarotation. Eine 
ahnliche Erfahrung hatten wir kirzlich mit dem ]-Menthyl-benzoyl- 
formiat gemacht!. Die Anwesenheit minimaler Mengen Salzsaure 
hat die Wirkung, daB sie bei diesem Typ von Estern die Einstellung 
des Gleichgewichts_augenblicklich zustande bringt. 

Hier also haben wir im 1-Menthyl-«-naphthoyl-formiat einen 
Ester, dessen Linksdrehung beim Stehen in athylalkoholischer Lésung 
zunimmt. Im Lichte unserer Hypothese miiften die daraus durch 
asymmetrische Synthese dargestellten substituierten Glykolsduren links- 
drehend sein. Diese Vorhersage wurde z. B. durch die Synthese der 
]-Phenyl-z-naphthyl-glykolséure experimentell verwirklicht : 

a-C,gH;.CO.CONH, —» a-C,,H;.CO.COOC, 9 Hyy + Cg H; Mg Br 
a-C,9H; OH @-Ci9oHz, OH 
—_ SC ee Cc 
Colig“~ ‘TCOOC Hi CeH; ‘COOH 

Im 1-Menthyl-x-naphthoyl-formiat ist die Carbonylgruppe in der 
a-Stellung gegen Grignardsches Reagens sehr reaktionsfahig, wihrend 
die --COOC,,H,,-Gruppe unter den von uns gewahlten Bedingungen 
anscheinend gar nicht angegriffen wurde. Wenn man also Phenyl- 
magnesium-bromid auf den Ester einwirken lieB, wurde eine Mischung 
der diastereoisomeren Ester, d-Phenyl-«-naphthyl-glykolsaure-]- 
menthylester und 1-Phenyl-x-naphthyl-glykolsaéure-l-menthyl-ester, mit 
einem Uberschu8 an dem ¢weiten gebildet. Wenn diese Mischung 
verseift und das Menthol vollstaéndig entfernt wurde, war die durch 
Ansaiuerung der alkalischen Lésung erhaltene Phenyl-x-naphthyl- 
glykolséure linksdrehend. 

In ahnlicher Weise wurde eine linksdrehende Methyl-«-naphthyl- 
glykolsiure bei der Einwirkung von Methyl-magnesium-jodid auf 


' MeKenzie u. Miss Mitchell. 3. c. 
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1-Menthyl-a-naphthoyl-formiat gewonnen. LieB man Athyl-magnesium- 
jodid auf denselben Ester einwirken, so war die erhaltene Athyl-c- 
naphthyl-glykolsdéure gleichfalls linksdrehend. 

1-Bornyl-«-naphthoyl-formiat wurde gleichfalls dargestellt und in 
einer Reihe verschiedener Lésungsmittel untersucht. In Athylalkohol 
zeigte eine Probe des Esters keine Mutarotation; er wies von Anfang 
an einen konstanten Wert fiir [«]}?j,, = — 27° auf. Andererseits wurde 
mit einer Probe des Esters, die aus Athylalkohol unter Zusatz einer 
Spur von Pyridin umkristallisiert war, wobei alle Vorkchrungen zum 
AusschluB von Spuren von Saure getroffen waren, ein Anfangswert 
von [«]?{,, — 26° beobachtet, der bei Zugabe einer Spur von Salz- 
siure sehr schnell auf [a«}?),, 27° stieg. In einem anderen ahn- 
lichen Falle stieg der Anfangswert von [«]?%,, —- 23° bei Zugabe von 
einer Spur Salzséure auf [«]?%,, — 24°, wenn auch nicht so schnell, wie 
in dem oben erwahnten Falle. 

Hier haben wir, wie in dem Falle des 1-Menthylesters, einen Ester 
vor uns, der beim Stehen in athylalkoholischer Lésung starker links- 
drehend wird, und wir sagten wiederum voraus, daf die daraus durch 
asymmetrische Synthese dargestellte substituierte Glykolsdure linksdrehend 
sein miiBte. Diese Voraussage wurde durch die Synthese der |-Methyl- 
a-naphthyl-glykolsaure experimentell verwirklicht : 


a-C,9 H; . CO. CON Hy —> a-C,yH,.CO.COOC,) Hy; + CHgMgJ 
a-C,9H; OH a-Cy9 Hy. OH 
— KX — |- pi 
CH, 7 COOC H,; CH, \COOH 


Versuche. 
l-Menth yl-a-naphthoyl-formiat. 

x-Naphthoylehlorid wurde in 90% iger Ausbeute durch Einwirkung 
von Thionylehlorid auf «-Naphthoesiure dargestellt?. Es ging bei 169 bis 
170°/26 mm als ein gelbliches ©! iiber, das im Eisschrank zu einer Masse 
von strahlenférmig angeordneten Nadeln erstarrte, die bei 21,5 bis 22° 
schmolzen?. Das Saurechlorid wurde dann in das Cyanid verwandelt und 
das letztere in das «-Naphthoyl-formamid®. 

Eine Mischung von 12g x-Naphthoyl-formamid und 36g 1|-Menthol 
wurde 16 Stunden auf dem Wasserbad unter zeitweiligem KEinleiten eines 
Stromes von trockenem Chlorwasserstoff erhitzt. Die Mischung wurde 
dann mit Wasser geschiittelt und mit Ather extrahiert. Der nach der Ent- 
fernung des Athers zuriickbleibende élige Riickstand wurde zur Entfernung 
des iiberschiissigen Menthols mit Wasserdampf destilliert; beim Kiihlen 
wurde dann eine feste amorphe braune Masse erhalten. Die alkoholische 


' Stollé, Journ. pr. (2) 74, 19, 1906. 

2 Shoesmith u. Guthrie, Journ. Chem. Soc. London 1928, 8S. 2332. 

3 Boessneck, B. 15, 3064, 1882: 16, 639, 1883: McKenzie u. Dennler, 
Journ. Chem. Soc. London 1926, S. 1600. 
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Losung der letzteren wurde durch Kochen mit Kohle entfarbt, und der 
Ester, der sich aus dem Filtrat ausschied, aus Alkohol umkristallisiert. 
Ausbeute: 15g (75°, der Theorie). 
l-Menthyl-x-naphthoyl-formiat, z-CygH,.CO.COOC,, Hy, kristallisiert 
aus Athylalkohol in dicken, rhombischen Platten, die bei 88,5 bis 89° 
schmelzen. 
CogHgg9,. Beor.: C 78.2%, H 7,8%. 
Gef.: C 78,5%, H 7,9%. 


Der Ester ist bei gewohnlicher Temperatur sowohl in Methyl- als in 
Athylalkohol ziemlich schwer léslich, leicht léslich dagegen in Aceton, 
senzol und Chloroform. 

Es ist bequemer, den Ester auf dem eben skizzierten Wege aus 
a-Naphthoyl-formamid darzustellen, als dieses in «-Naphthoyl-ameisen- 
siure tiberzufiihren und dann die Saure zu verestern. 

Bei der Bestimmung der optischen Drehung in den folgenden Lésungs- 
mitteln konnte keine Mutarotation beobachtet werden: 








Ca | «Pf 61 

Benzol: / 2.¢ 10,0192 ee a 344° 17,2° 

Aceton: / 2,¢ | a | 2,76 — 13,8 

aie) [¢}Fi61 

Chloroform: / 4.c = 88800 ..'| —5,15° 33,6° 

Methylalkohol: / 4, ¢ 0.956... —1,11 29,9 
n-Butylalkohol*: 7 — 4, ¢ = 1.2024 .. —0,06 

1,17 (—1,11°) — 23,1 


* Bei den optisch aktiven Lisungsmitteln sind die fiir die Alkohole selbst beobachteten 
Drehwerte angegeben. Die in Klammern gesetzten Werte fiir « sind die beobachteten Winkel 
minus die Winkel fiir die Lésungsmittel allein. 


Die Mutarotation des l-Menthyl-x-naphthoyl-formiats. 


Eine schwache Mutarotation wurde in n-Propylalkohol, Isobutyl- 
- alkohol und Athylalkohol gefunden. 





ate) [<}?h61 
n-Propylalkohol 
b, See eae — 0,40° 
a | —146 (—1,06°) — 22,0° 
nach 5Stunden ...... —148 (—1,08 ) — 22,3 
— = ; —1,61 (—1,21 ) — 25,0 
Isobutylalkohol 
l _ ae ae ee — 0,04 
i= 4,¢ Se —1,05 (— 1,01 ) — 25,9 
nach 214/, Stunden .... . —1,12 (—1,08) — 27,7 
. es no —118 (—1,14) — 29,2 
>» = . ee ae —1,22 (—1,18) — 30,2 (konstant) 


Der Ester wurde aus Alkohol und ein wenig Pyridin umkristallisiert. 
Alle benutzten Apparaturen waren zuerst mit verdiinnter Natronlauge, 
dann mit destilliertem Wasser gewaschen und dann getrocknet. Der Alkohol 
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war erst iiber metallischem Calcium, dann iiber Atzkali destilliert, wobei 
dafiir gesorgt wurde, daB alle Materialien in einer von allen Sauredimpfen 


freien Atmosphare aufbewahrt wurden. Die Lésungen wurden bei 25° 
bereitet. Die Anfangsablesung bei der folgenden Bestimmung wurde 


20 Minuten nach der ersten Benetzung des festen Kérpers mit dem Loésungs- 
mittel gemacht. 





ar i651 a? eon a? & 
Athylalkohol : 
f= <q ¢ 14604... 1,19° 
Nach 2!/, Std. gets 1,25 
a J ere — 1,30 
» 2 se - 1,38 - 1,239 2.04" (konstant) 


Nach der Einstellung des Gleichgewichts zeigte die spezifische Drehung 
folgende Werte: 

[<] 2%, — 23,89, [a] 2249 — 21,0, [a] 38.6 — 34,9". 

Es verdient Beachtung, daB der fiir diesen Versuch benutzte Ester aus 
Athylalkohol und einer Spur Pyridin umkristallisiert war. In voran 
gegangenen Bestimmungen, bei denen diese MaBnahme nicht getroffen 
war, wurde die normale mit der obigen vergleichbare Mutarotation be- 
obachtet, aber in einem Falle, wo keine besonderen Vorkehrungen getroffen 
waren, trat der Endwert von Anfang an auf und es konnte keine Mutarotation 
beobachtet werden. Wenn jedoch die Probe des Esters, die dies letztere 
Resultat gab, aus Athylalkohol unte: Zusatz einer Spur Pyridin umkristalli 
siert wurde, so zeigte der Ester nachher die normale Mutarotation. Daraus 
geht hervor, wie empfindlich die athyvlalkoholische Lésung des Esters 
gegen den EinfluB eines sauren Aktivators ist. 

Als Beispiel fiir die Beschleunigung der Mutarotation, die durch die 
Anwesenheit geringer Mengen von Salzsiure bewirkt wird, mag der folgende 
Versuch angefiihrt werden. Die Lésung wurde durch ungefahr 10 Minuten 
langes Schiitteln des Esters mit Athylalkohol bei 25° bereitet und vom 
ungelésten Bodenk6érper abfiltriert. Die Lésung hatte dann «?3,, 1,07° 
(lt = 4) 25 Minuten nach der ersten Zugabe des L6sungsmittels zur Substanz. 
Darauf wurden zu der Lésung im Polarimeterrohr 3 Tropfen verdiinnte (2 n) 


Salzsiure zugegeben. Die Drehung wurde dann zu «?3,, — 1,22° bestimmt, 
woraus sich [x]?,, — 24,1° berechnet: dieser Wert war nach 24 Stunden 
konstant gebliehen. Die Wonzentration (c 1.268) wurde durch Er 


mittlung des festen Riickstandes in einem aliquoten Anteil der Lésung 
bestimmt. . 
In einem anderen Versuch, bei dem 2 Tropfen n/128 Salzséure zu 


einer LOsung des Esters von c 1,104 zugegeben wurden, anderte sich det 
Anfangswert von 2? 3., 0,97° nach 3 Stunden auf 1,05", waihrend der 
Wert nach 24 Stunden 1,08 war. Tn einem weiteren Versuch, wo 3 Tropfen 
n/32 Salzsiure zu einer LOsung des Esters von ¢ 1.280 zugesetzt wurden, 


war das Gleichgewicht nach 40 Minuten erreicht. 


Asymmetrische Synthesen aus l-Menthyl-x-naphthoyl-formiat. 


Asymmetrische Synthese der Phenyl-x-naphthyl-qlykolsdure. Aus 9g 
Brombenzol (4 Mol.) bereitetes Grignard-Reagens wurde allméhlich zu einer 
Lésung von 5 ¢ 1l-Menthyl-x-naphthoy!-formiat (1 Mol.) in Ather zugegehen. 
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Es trat plétzlich eine starke Gelbfarbung auf. Die Mischung wurde tiber 
Nacht stehengelassen und am folgenden Tage eine halbe Stunde erhitzt. 
Nach der Zersetzung mit Kis und Salzséure wurde das von der atherischen 
Losung zuriickbleibende Ol 1 Stunde mit einer Lésung von 5g Kalium- 
hydroxyd in 100 cem Athylalkohol gekocht, der Alkohol abgedampft und 
der Riickstand der Wasserdampfdestillation in Gegenwart von lKohle 
unterworfen, wodurch das Menthol und das Dipheny! vollstandig entfernt 
wurden. Die Lésung des Kaliumsalzes wurde mit verdiinnter Schwefel 
siure angesduert und mit Ather extrahiert. Zu dem so gewonnenen 
Ol wurde etwas verdiinnter Alkohol zugesetzt (Ausbeute 0,75 g: 20% 
der Theorie), worauf sich unreine rac.- Phenyl -«- naphthyl - glvkolsaure? 
abschied, F. 120 bis 140°. Die Mutterlauge enthielt 0,58 g einer Mischung 
optisch-aktiver Saéuren. die in athvlalkoholischer Lésung  folgende 
Drehung zeigte: 
t= 4, c= 2,346, a«2},, — 1,53°, [a] #36, — 16,4°. 


Asymmetrische Synthese der Methyl-x-naphthyl-glykolsdure. Aus 9.5 ¢ 
Methyljodid (4 Mol.) bereitetes Grignard-Reagens wurde in einem Zeit- 
raum von *, Stunden zu einer atherischen Lésung von 6g |-Menthyl- 
a-naphthoyl-formiat (1 Mol.) zugegeben. Zuerst trat eine blutrote Farbung 
auf, die sich allmahlich in fahlgelb verwandelte. Die Mischung wurde iiber 
Nacht stehengelassen, und am folgenden Tage eine halbe Stunde erwarmt. 
Nach der Zersetzung mit Eis und NSalzséure wurde das aus der atherischen 
Lésung gewonnene Ol 2 Stunden am Riickflu@kiihler mit einer Lésung 
von 5g Atzkali in 100 cem Athylalkohol erhitzt, wobei eine dunkelgriine 
Lésung entstand. Die Hauptmenge des Alkohols wurde abgedampft und 
der Riickstand in kaltes Wasser gegossen. Das Menthol wurde durch 
Wasserdampfdestillation unter Zusatz von etwas Tierkohle vollstandig 
entfernt. Dann wurde die Lésung des Kaliumsalzes mit verdiinnter Schwefel- 
siure angeséuert und mit Ather extrahiert. Kine athylalkoholische Lésung 
der so dargestellten Saéure ergab: 


i=s c = 17,616, a3$o9 — 3,519, [@]?2,, — 10,0°. 
Diese linksdrehende Mischung der rac.- und |-Saéuren (Ausbeute 2,64 g: 
68% der Theorie) wurde mehrmals aus Benzol umkristallisiert; dabei 
wurde eine Probe der rac.-Methyl-x-naphthyl-glykolsaure? isoliert. 

Die Mutterlaugen enthielten 0,15 g einer Mischung von optisch-aktiven 
Sauren, die in athvlalkoholischer Lésung folgende Drehung zeigte: 


1—2, c= 1,01,  a2%,8—0,62°, [a] 23, — 30,7°. 


Asimmetrische S\nthese der Athyl-a-naphthyl-glykolsdure. Das aus 7g 
Athyl-bromid (4 Mol.) bereitete Grignard-Reagens wurde allmahlich zu 
einer atherischen Lésung von 6g 1l-Menthyl-x-naphthoylformiat (1 Mol.) 
zugegeben. Die Bedingungen waren denen des vorhergehenden Versuchs 
ahnlich. Nach der Verseifung wurde die Mischung der optisch-aktiven 
Saéuren aus dem Kaliumsalz als ein gelbes Ol (Ausbeute 2,98 g: 70% 
der Theorie) erhalten, das in athylalkoholischer Lésung folgende 
Drehung?! zeigte : 


i=4, ec — 9,958, a%,,, — 2,71°, [a] #849 — 6,8°. 


' McKenzie u. Tattersall, Journ. Chem. Soc. London 127, 2522, 1925. 
2 Grignard, Ann. Chim. Phys. [VII] 27, 548, 1902. 
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l- Born yl-x-naphtho yl-formiat. 


Die Mischung von 20g «-Naphthoyl-formamid und 60g 1|-Borneol 
wurde 14 Stunden im Olbad auf 150 bis 190° unter zeitweiligem Einleiten 
eines Stromes von trockenem Chlorwasserstoff erhitzt. Die Mischung 
wurde dann mit Wasser geschiittelt und mit Ather extrahiert. Der nach 
der Entfernung des Athers zuriickbleibende élige Riickstand wurde zur 
Entfernung des iiberschiissigen Borneols mit Wasserdampf destilliert und 
das zuriickbleibende O! durch Kochen in verdiinntem Alkohol mit Tierkohle 
entfarbt. Der Ester schied sich aus der Lésung als braunes Ol ab; nach 
mehreren erfolglosen Versuchen zur Kristallisation kristallisierten zu 
sammengeballte Rosetten von fast farblosen Nadeln aus (Ausbeute 5g: 
15% der Theorie). Diese wurden zweimal aus Athylalkohol umkristallisiert, 
und der Ester war dann optisch rein. 

l- Born yl-a-naphthoyl-formiat, «-CyyH_.CO.COOC,,Hy,, kristallisiert 


aus Athylalkohol in Rosetten von farblosen Nadeln, die bei 69.5 70,5° 
schmelzen. 
Cy,H,O;,. Ber.: C = 78,56%, H 7,2 % 
Gef.: C = 78,3%, H = 7,2%. 


Es ist bei gewOhnlicher Temperatur in Athylalkohol wenig léslich, leicht 
léslich dagegen in Aceton, Benzol und Chloroform. Dieser Ester wurde 
mehrere Male nach der oben angegebenen Methode dargestellt, aber die 
Ausbeute iiberschritt nie 15%, und es war immer schwierig, ihn in kristalli- 
sierter Form zu gewinnen. 

Bei der Bestimmung der optischen Drehung in den folgenden Lésungs- 
mitteln konnte keine Mutarotation beobachtet werden. 





aye [« 361 
Benzsol: i — 2, c = 58504 .. on ~ 2.69° 23,0° 
Aceton: 7 5 < 4,012 : eee - 2.15 26.8 


Die Mutarotation des l-Bornyl-«-naphthoyl-formiats. 


Der Ester wurde aus Athylalkohol und etwas Pyridin umkristallisiert ; 
dabei wurden alle benutzten Gerate vorher wie im Falle des 1-Menthyl- 
esters behandelt. wie oben beschrieben wurde. Zur - Bestimmung der 
Drehung des Esters diente dieselbe Probe Athylalkohol, und es wurde 
dasselbe Verfahren befolgt. In den beiden folgenden Bestimmungen wurden 
die beiden Anfangsablesungen ungefahr 10 Minttten nach der ersten Be- 
netzung der Substanz mit dem Lésungsmittel gemacht. Nach den Anfangs- 
ablesungen wurde etwas verdiinnte Salzséure den Lésungen zugesetzt 
(3 Tropfen n/32 Séure im ersten Falle und 3 Tropfen n/16 Saure im zweiten) 
und die weiteren Ablesungen gemacht. 





aie) (a) 2461 

Athylalkohol: J = 4, ¢ 1,968 rae — 2,05° — 26° 
Nach 20Min. ....... — 2,12 
SS . . See ; - 2,12 
5 - — 2,12 


” 
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Asymmetrische Synthese aus l- Born yl-x-naphthouyl-formiat. 


Die asymmetrisch¢ >) unthese der Meth yl-x-naphth jl-gl jkolsaure. Das 
aus 20g Methyljodid (8 Mol.) bereitete Grignard-Reagens wurde all- 
mahlich zu einer atherischen Lésung von 6g _ 1-Bornyl-z-naphthoyl- 
formiat (1 Mol.) zugegeben. Plétzlich war eine blutrote Farbung zu beob- 
achten, die spater in fahlgelb iiberging. Die Mischung wurde iiber Nacht 
stehengelassen und am folgenden Tage eine halbe Stunde erwarmt. Nach 
der Zersetzung mit Eis und Schwefelsaure wurde das von der atherischen 
Lésung zuriickbleibende 01 2 Stunden mit 7g Atzkali in 100 cem Athyl- 
alkohol gekocht, der Alkohol abgedampft und der Riickstand zur voll- 
standigen Entfernung des Borneols der Wasserdampfdestillation unter- 
worfen. Die Lésung des Kaliumsalzes wurde mit Ather extrahiert, um etwa 
gebildetes Glykol zu entfernen. Aus dem Extrakt wurde eine kleine Spur 
eines braunen Ols erhalten. Der wasserige Riickstand wurde mit verdiinnter 
Schwefelsaure angesaduert und mit Ather extrahiert. Eine athylalkoholische 
Léosung der so dargestellten Saure zeigte eine Drehung von: 

t= |< 23,147, =23,, — 1.61°, [<]2g, — 3.5°. 
Diese linksdrehende Mischung der rac.- und |-Saure (Ausbeute 3,7 g: 95° 
der Theorie) wurde aus Benzol umkristallisiert und so die rac.-Methyl- 
2-naphthyl-glykolsaure! isoliert, F. 147 bis 148°. Die Mutterlaugen ent- 
hielten 0,36 g einer Mischung optisch-aktiver Sauren. die in athylalkoholi- 
scher Lésung folgende Drehung zeigte: 

1 = 2, ¢ = 2,462, 2%, — 1.68°, [z]8i,, — 34,1°. 

Wir méchten dem Carnegie-Trust der Schottischen Universitaten 
unseren Dank fiir die Gewahrung eines Scholarship aussprechen. ebenso 
danken wir den Imperial Chemical Industries, Limited, fiir eine Spende, 
mit welcher ein Teil der Kosten dieser Untersuchung bestritten wurde. 


‘ Grignard, |. c. ‘ 
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Einwirkung von Pankreatin auf Kollagen in Abwesenheit 
von Neutralsalzen und Puffergemischen. I. 


Von 
A. Kiintzel und 0. Dietsche. 


(Aus dem Institut fiir Gerbereichemie der Technischen Hochschule 
Darmstadt. ) 


(Eingegangen am 14. Dezember 1930.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


In dem Schrifttum, selbst allerjiingsten Datums!, taucht immer 
wieder die Behauptung auf, Kollagen sei einer von jenen Geriisteiweib- 
kérpern, welche von Pankreatin nicht angegriffen werden kénnen. 


Diese inzwischen wiederholt als falsch erwiesene Angabe laBt 
sich bis auf den Physiologen W. Aiihne? zuriickverfolgen, der auf Grund 
der Trypsineinwirkung eine Trennung zwischen den in starkem Grade 
trypsinempfindlichen Zellbestandteilen und dem trypsinresistenteren, von 
ihm als vollstandig unverdaulich angesehenen Kollagen im retikularen 
sindegewebe vornahm’. Erst in jiingerer Zeit ist durch Arbeiten, die im 
Zusammenhang mit gerbereitechnischen Problemen ausgefiihrt wurden, 
das Irrtiimliche jener alten Angaben erwiesen worden, und zwar vornehmlich 
durch H. B. Merrill und J. W.Flemming*, welche die Trypsinempfindlichkeit 
von enthaartem Hautmaterial (Bl6Be) nachwiesen, fernerdurch A. W. Thomas 
und E£. L. Seymour-Jones®, die an Hautpulver zu dem gleichen Ergebnis 
kamen. Die alte, von Kiihne herstammende Auffassung iibte aber weiterhin 
noch einen so starken EinfluB aus, daB man glaubte, den gegenteiligen 
Befund der genannten Forscher damit erklaren zu miussen, daB es sich 
bei den betreffenden Versuchen um ein Abbauprodukt des WKollagens 
gehandelt habe, hervorgerufen durch die Kalkeinwirkung, die zum Zwecke 
der Haarlockerung ausgeiibt worden war. Es sei dadurch das urspriingliche 


1 4. Schaffner, Fortschr. d. Chem., Phys. u. phys. Chem. A. 20, Heft 7, 
1930. 

2 Unters. a. d. physiol. Inst. Heidelberg 1, 219, 1877; ferner Verh. d. 
naturhistorischen Vereins zu Heidelberg 1877, S. 198, 451, 452. 

3 4. Ewald u. W. Kiihne, Die Verdauung als histol. Methode. Verh. 
des Naturhist. Med. Vereins zu Heidelberg 1, Heft 5, 1876. 

4 Journ. Amer. Leather Chem. Ass. 22, 139, 274, 1927. 

5 Journ. Amer. Chem. Soc. 45, 1515, 1923. 
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Kollagen in eine trypsinempfindliche Form tibergefiihrt worden'. Merrill 
und Flemming konnten aber in einer weiteren Arbeit zeigen, daB auch un- 
geaschertes, also vollstandig unverindertes Hautmaterial von Trypsin ver- 
daut werden kann?. 

Die genannten friiheren Arbeiten, soweit sie die Pankreatin- 
empfindlichkeit des kollagenen Bindegewebes feststellen, sind fast alle 
dadurch gekennzeichnet, daB zu der Pankreatinlésung Puffergemische 
zugesetzt worden sind, um eine bestimmte Wasserstoffionenkonzen- 
tration einzuhalten. Nun ist aber besonders durch die Arbeiten von 
E. Stiasny und W. Ackermann? iiber den EinfluB von Neutralsalzen auf 
die Trypsinverdauung von Hautpulver gezeigt worden, daB nicht nur 
die Wasserstoffionen sondern auch die tibrigen Ionen eines Puffers gemaB 
ihrer Konzentration und Art die proteolytische Reaktion mehr oder 
weniger stark beeinflussen. Die Verwendung von Puffern bei derartigen 
Verdauungsversuchen macht daher die Verhaltnisse um so komplizierter, 
je heterogener jene zusammengesetzt sind und je starker die Konzen- 
tration ist, in welcher sie angewendet werden. 


Problemstellung. 

Die Aufgabe der vorliegenden Arbeit bestand darin, daB im Gegen- 
satz zu den Arbeiten der genannten Autoren ein reines Kollagenpraparat 
ohne irgendwelche Zugabe von Neutralsalzen und Pufferbestandteilen 
der Pankreatineinwirkung unterworfen werden sollte. Und zwar 
wurden die folgenden, den Reaktionsmechanismus der Pankreatin- 
einwirkung auf Kollagen beeinflussenden Faktoren untersucht. 

1. Der Verteilungsgrad des Kollagens: 
der Wassergehalt des Kollagens: 


ee bo 


die Temperatur ; 
die Dauer des Verdauungsversuches : 


> 


5. die Mengenverhaltnisse, wobei 
a) die Pankreatinmenge variiert wurde (das Verhaltnis Kollagen 
zu Flissigkeit blieb konstant) ; 
b) die Kollagenmenge variiert wurde (Cas Verhaltnis Pankreatin 
zu Fliissigkeit blieb konstant). 
Die Versuche beabsichtigten nicht eine Klarung des Struktur- 
problems des Kollagens oder des Problems der Spezifitat der Pankreas- 
teilfermente ; denn sowohl das angewandte Enzympraparat als auch das 
EiweiBsubstrat sind als uneinheitlich anzusehen (Beschreibung des 


1 R.H. Marriott, Journ. Int. Soc. Leather Chem. Trades Chem. 10, 
132, 1926. 

2 Journ. Amer. Leather Chem. Ass. 22. 274, 1927. 

3 Kolloidchem. Beih. 17. 219, 1923. 
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Materials siehe experimenteller Teil). Es sollten vielmehr diejenigen 
Vorgange, die bei der Fermentbeize in der Lederbereitung auftreten, 
an mdglichst reinem Ausgangsmaterial unter gut reproduzierbaren 
Bedingungen untersucht werden. 

Die Einwirkung von Pankreatin auf Kollagen laBt sich mangels 
einer geeigneten Methode nicht an der Veranderung des ungeldst- 
bleibenden Kollagens feststellen. Diese besteht in einem Schliipfrig- 
werden der Oberflache des Kollagenstiickes und in ahnlichen, mit 
exakten Methoden schwer erfaBbaren Verainderungen des Gefiiges. 
Man ist daher angewiesen, die tryptische Einwirkung durch eine Analyse 
der Verdauungsfliissigkeit zur Erfassung der in Lésung gegangenen 
Abbauprodukte zu bestimmen. Dies geschieht entweder durch eine 
Gesamtstickstoffbestimmung oder durch Titration des Aziditats- 
zuwachses nach Alkohol- oder Formolzusatz (siehe experimenteller Teil). 


1. Einflug des Verteilungsgrades des Kollagens auf seine Angreifbarkeit 
gegeniiber Pankreatin. 


Es wurde ein Stiick Spaltkollagen mechanisch mit einer Raspel zu 
einem Kollagenpulver zerkleinert. Mit gleichen Gewichtsmengen von zer- 
kleinertem und unzerkleinertem Kollagen wurde ein Verdauungsversuch 
(Tabelle I) angestellt. Zu bemerken ist, daB durch das Raspeln ein Wasser- 
verlust des Kollagens aufgetreten ist (Wassergehalt des Kollagenpulvers 
14%, des Spaltkollagens 20%). 


Tabelle 1. 


lg Kollagen in 50cem Pankreatinlésung (0,3 %ig) bei 37° 24 Stunden. 





: sion Abgebaut 

Kollagen (in °/9 der Einwage) 
Unzerkleinert . . . 2,88 
Zerkleinert . . . . 62,03 


Der Versuch zeigt, daB eine auBerordentlich starke Zunahme der 
Pankreatineinwirkung auf Grund der Zerkleinerung stattgefunden hat, wo- 
durch die Ergebnisse ahnlicher Versuche von Thomas und Se ymour-Jones be- 
staitigt werden. Zur Erklarung dieser Erscheinung bieten sich die folgenden 
drei Méglichkeiten an: a) die VergréBerung der angreifbaren Kollagen- 
oberflache, b) die leichtere Durchtrankbarkeit kleiner Kollagenpartikel 
und c) méglicherweise auch der Umstand, daB Schnittflachen und Zer- 
reiBungsstellen der Fasern leichter angreifbar sein diirften als die natiirliche 
Oberflache der gewachsenen Fasern. 

Zu a). DaB® die VergréBerung der Oberfliche in erster Linie fiir den 
gefundenen Effekt ma®gebend ist, erscheint deswegen besonders ein- 
leuchtend, weil sich bei allen Versuchen an unzerkleinerten Kollagen- 
stiicken gezeigt hatte, daB die Oberflache am meisten von der Pankreatin- 
wirkung betroffen wird (Schliipfrigwerden), und weil bei erhéhtem Abbau 
eine Verkleinerung des ganzen Stiickes unter Beibehaltung der &uBeren Form 
beobachtet werden konnte (s. Versuch 3). Zu b). DaB die schnellere Durch- 
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trankung ebenfalls von EinfluB ist, geht aus dem im folgenden Abschnitt 
beschriebenen Versuch deutlich hervor. Dieser Effekt laBt sich aber auch 
schon bei unzerkleinerten und trockenen Stiicken beobachten, wenn man 
Kollagenscheiben von verschiedener Dicke wahlt. 

Bei Versuchen mit zwei Kollagensorten, von denen die eine {(Kollagen B) 
aus etwa doppelt so dicken Scheiben bestand, wie die andere (Kollagen A), 
wurde gefunden, daB bei im iibrigen gleichen Bedingungen von den diinneren 
und leichter durchtrankbaren Kollagenscheiben stets gréBere Abbaumengen 
erhalten werden (s. Tabelle V und Abb. 4). 

Zu cc). Die Annahme einer Strukturdifferenz zwischen AuBen- und 
Mittelschicht der Kollagenfibrille laBt sich nicht unter Beweis stellen. 
Zu ihr fiihrt jedoch die Analogie zum Bau der elastischen Faser', bei 
welcher eine héhere Pankreatinempfindlichkeit der Mittelzone bereits von 
Kithne gefunden wurde. Endlich mu auf eine Erklarungsmdéglichkeit 
des vorliegenden Versuchs eingegangen werden, die wir aber nicht fiir 
richtig halten, da®B namlich beim Zerkleinern des Kollagens eine Erwarmung 
stattgefunden habe, durch welche pankreatinempfindlichere Veranderungs- 
produkte des Kollagens entstanden seien. Versuche, die zur Nachpriifung 
dieser Anschauung angestellt wurden, haben das Gegenteil ergeben*?. Denn 
erwarmt man das Trockenkollagen auf 80 bis 100°C, so wird dessen Trypsin- 
widerstandsfahigkeit erhdht. Lediglich eine Erwéirmung von wasser- 
getranktem Kollagen wirkt im Sinne der Abbausteigerung (s. Versuch 3). 
Abgesehen davon ist auch die Kollagenzerkleinerung unter sorgfaltiger 
Vermeidung jeglicher Erwarmung vorgenommen worden. 


2. HinfluB des Wassergehalts des Kollagens auf seine Angreifbarkeit durch 
Pankreatin. 


Unser Kollagenpraparat wurde aus Griiiden der genaueren Einwieg- 
barkeit im lufttrockenen Zustande zu den Versuchen verwendet. Das 
hat den Nachteil, daB das Kollagenstiick erst im Laufe des eigentlichen 
Verdauungsversuchs durchfeuchtet und damit der Angreifbarkeit des Pan- 
kreatins zuganglich gemacht wird. Man darf daher erwarten, daB ein K ollagen- 
stiick, welches vor dem Zusammengeben mit Pankreatin vollstandig geweicht 
worden ist, bei sonst gleichen Bedingungen eine gré8ere Abhaufahigkeit 
erkennen lassen wird, als ein ungeweichtes Kollagenstiick. Diese Ver- 
mutung wird durch den folgenden Versuch bestatigt: 

1 g Kollagen (in einem Stiick) wurde 2 Stunden in destilliertem Wasser 
von Zimmertemperatur geweicht, dann gereckt, d.h. geknetet und aus- 
einandergezogen, um die Wasseraufnahme, die freiwillig nur sehr langsam 
vor sich geht, durch diese mechanische Nachhilfe zu beschleunigen, und 
endlich noch }] Stunde im gleichen Wasser liegen gelassen. 


Tabelle 11. 


lg Kollagen in 50cem Pankreatinlésung (0,1 %ig) bei 37° 24 Stunden. 





Abgebaut 
(in ©) der Einwage) 


Trockenes Kollagen .. ... . 0,5 
Durchweichtes Kollagen Eriaey 1,39 


' 4. Kiintzel, Coll. 1926, S. 177. 
2 Unveréffentlichte Versuche von 8B. Polotschniq. 
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Das Ergebnis zeigt, da®B durch das Vorweichen die Wirkung etwa 
verdreifacht wird, obwohl in diesem Falle nicht anzunehmen war, dal 
die Wasseraufnahme durch diese Vorbehandlung schon vollstandig ge 
wesen! war. 


3. EinfluB der Temperatur auf die Pankreatineinwirkung. 


Die Temperaturversuche (Tabelle 111, Abb. 1) zeigen das bemerkens- 
werte Ergebnis, dafB man zu keinem Temperaturoptimum gelangt, wie 
nach Analogie zu Versuchen iiber die Pankreatinverdauung von Elastin 
zu erwarten ware. Schneider und Hajek? fanden namlich bei ahnlichen 
Verdauungsversuchen an Elastin ein ausgesprochenes Temperaturoptimum, 
das bei 46°C zu liegen kam (Abb. 2). 


Tabelle Ill. 


1g Kollagen in 50cem Pankreatinlésung. (0,5 % ig) 6 Stunden. 





Abgebaut 


Abgebaut 
(in ©» der Einwage) 


Temperatur (in %), der Einwage) Temperatur 




















35° 1,18 5pe 26,84 
37 3.64 55 52,61 
40 4,33 60 97,05 
45 8,65 
ante od 7 
2} 
20} 
9 76 
a 3% 
8 74} 
Sv 
o0r SR & 
S © 10+ 
' & 
4 S oF 
40} 6 
#| 
20+ ‘ 2 
0 2 on oe a a a ae oe 
HO 3 0 4 S30 55 BOC 22 268 34% YO YE 52 56 6 
— kmperair lemperatur 
Abb. 1. Abb. 2 


Die Angaben iiber die Temperatureinwirkung auf Pankreatin sind 
ziemlich widerspruchsvoll *. Doch gewinnt man aus ihnen den Eindruck., 


1 Aus unver6ffentlichten Versuchen von K. Buchheimer geht hervor. 
daB lufttrockenes Kollagen bei 40°C erst nach etwa 48 Stunden den End- 
zustand der Wasseraufnahme erreicht. 

2 Diese Zeitschr. 195, 403, 1928; siehe Originalarbeit Abb. 4, 8. 411. 

3 Oppenheimer, Die Fermente und ihre Wirkungen,. 5. Aufl., 2, 906. 
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daB bei optimaler Reaktion die Pankreatinwirkung bis zu 60° mit der 
Temperatur ansteigt. 

Bemerkenswert ist, daB die von uns gefundene Temperaturaktivierungs- 
kurve nicht geradlinig verlauft, sondern daB mit steigender Temperatur 
die Abbaumenge, welche einer Erhéhung von 5° C entspricht, gr6Ber wird. 
Offenbar handelt es sich hierbei nicht so sehr um eine Temperaturwirkung 
auf das Enzympraparat, als vielmehr auf das Substrat Kollagen, welches 
bekanntlich bei etwa 67° C eine irreversible Zustandsanderung (Schrumpfung) 
erleidet. Uber eine aktivierende oder inaktivierende Wirkung der Tem- 
peratur auf das Trypsin laBt sich aus diesem Versuch keine SchluBfolgerung 
ziehen, denn das Kurvenbild kénnte auch trotz einer teilweisen Pankreatin- 
inaktivierung zustande kommen, da diese bei dem angewandten Pankreatin- 
iiberschuB innerhalb der kurzen Versuchsdauer noch nicht bemerkbar zu 
werden braucht. Was die Temperaturempfindlichkeit des Kollagens betrifft, 
so hat eine Schrumpfung zur Folge, daB seine Pankreatinangreifbarkeit 
wesentlich erhéht wird. Der Rest des Kollagenstiickes vom letzten Versuch 
(60° C) der obigen Tabelle zeigte nach der Beendigung des Versuchs eine 
deutliche Schrumpfung, erkennbar an seinem Quellungszustand und seiner 
glasigen Transparenz. Der Beweis dafiir, daB eine Schrumpfung wahrend 
des Verdauungsversuchs bereits eingetreten war, wurde ferner dadurch 
erbracht, daB beim Hineinbringen des Reststiickes in kochendes Wasser 
eine Schrumpfungsreaktion nicht mehr auftrat. Als Gegenprobe wurde 
ein Kollagenstiick 6 Stunden ohne Trypsin nur mit Wasser bei 60° C 
behandelt. Es war danach vo6llig unverandert und zeigte beim Kochen 
die bekannte Schrumpfungsreaktion. Das Wasser, mit dem _ das 
Kollagenstiick 6 Stunden bei 60°C behandelt war, enthielt nur 0,39 
stickstoffhaltige Substanz (bezogen auf das gesamte Kollagen). Aus 
diesen Ergebnissen 1Ja8t sich schlieBen. daB die Herabsetzung der 
Schrumpfungstemperatur und der fast vollstandige Abbau des Kollagens 
nicht etwa einer Wasserwirkung, sondern einer Pankreatinwirkung zuzu- 
schreiben sind. 


Die Reststiicke der Versuche bei niederen Temperaturen waren, im 
Gegensatz zu dem Reststiick des Versuchs bei 60°C, nach Versuchs- 
beendigung noch in ungeschrumpftem Zustande. Aber auch das bei 55° C 
behandelte Kollagenstiick lie8 nach Versuchsbeendigung schon aéuBerlich 
einen Substanzverlust erkennen, denn es war nachher nur noch ungefahr 
halb so dick wie vorher. Das Kollagenstiick erleidet bemerkenswerterweise 
diesen Substanzverlust unter Beibehaltung seiner Form, etwa wie ein 
in Wasser schmelzendes Stiick Eis und zerfallt nicht in einzelne Fasern 
und Gewebsbestandteile!. 


4. EinfluB der Einwirkungsdauer. 


Aus den Zahlen der Tabelle TV und aus dem Verlauf der Kurve (Abb. 3) 
ist zu ersehen, da®B innerhalb der ersten 6 Stunden das Pankreatin den 
gréBten Teil seiner Arbeitsleistung verrichtet hat. 


1 Hierzu sei erganzend bemerkt, daB man durch geeignete Elek- 
trolytzusitze und durch Wahl der auBeren Temperaturbedingungen 
auch einen Zerfall des Kollagens in einzelne, makroskopisch sichtbare 
Faserelemente herbeifiihren kann. Siehe die folgende Arbeit von F. Nauen, 
diese Zeitschr. 231, 441, 1931. 
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Tabelle IV. 


1g Kollagen in 50cem Pankreatinlésung (0,5 °% ig) bei 37°C. 

















Dauer der Einwirkung Abgebaut 
Stunden (in °/g der Einwage) 
2 1,4 
4 2,07 
6 2,44 
12 2,79 
18 3,25 
% 
4 
hy | 
$ é 
= 
ty 
a 


a. 12 18 
Einwirkungsdouer in Stunden —> 


Abb. 3. 


5. EinfluB der Mengenverhdltnisse. 
a) Anderung der angewandten Pankreatinmenge. 
Obwohl ein starkes Enzympraparat zur Anwendung gelangte (70000 Fuld- 
Gross-Einheiten pro g) muBten wir verhaltnismaBig groBe Gewichtsmengen 
anwenden, um zu gut erfaBbaren Ergebnissen zu gelangen (Tabelle V). 
Tabelle V. 


1 g Kollagen in 50 ccm Pankreatinlésung 24 Stunden bei 37°. 





Pankreatin- Abgebaut (in °/, der Einwage)]| Pankreation-  Abgebaut (in °/, der Einwage) 
konzentration —————— - —__———| konzentration — apne 
0% Kollagen A Kollagen B* 9% Kollagen A Kollagen B* 
0,05 0 0) 0,4 3.95 3.66 
0,1 0,49 0 0,5 4,86 4,08 
0,2 2,34 2,18 0,6 6,23 4.50 
0,3 2,87 2.81 0,7 6,47 4.60 





* Das Kollagen B war ungefiihr doppelt so dick wie das Kollagen A 


Aus dem negativen Ergebnis der ersten beiden Reihen dieser Tabelle 
ersieht man, daB bei Pankreatinkonzentrationen unter 0,1% iiberhaupt 
kein Hautmaterial in Lésung gebracht werden kann. Damit eriibrigen sich 
Blindversuche mit Wasser und Kollagen, aber ohne Pankreatin, die not- 
wendig waren, wenn bereits durch Wasser ein Teil der Hautsubstanz in 
Lésung ginge. DaB auch bei 60° C nur ein verschwindender Anteil in Lésung 
geht, wurde schon erwahnt. 

Wir entnehmen diesem Versuch, daB es unter den gewahliten Be- 
dingungen unzweckmaBig ist. héhere Pankreatinkonzentrationen als 0,6°% 








430 A. Kiintzel u. O. Dietsche: 


anzuwenden, da, wie die Kurve (Abb. 4) zeigt, von dieser Pankreatin- 
konzentration an die Abbauwerte nicht mehr wesentlich ansteigen. 
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Abb. 4. 


Man koénnte den Anstieg dieser Kurven (Abb. 4) so zu deuten versuchen, 
daB man bei einer Pankreatinkonzentration von 0,6% eine véllige Be- 
setzung aller Oberflachenstellen des Kollagenstiickes durch Pankreatin 
annimmt, wahrend bei geringerer Pankreatinkonzentration immer noch 
freie Oberflachenstellen vorhanden sind. Danach sollte also innerhalb des 
hier untersuchten Konzentrationsbereiches an Pankreatin keine Abbau- 
vermehrung durch Oberflichenvergr6éBerung des Kollagens zu bemerken 
sein. Diese Deutung steht aber mit dem Ergebnis des ersten Versuches in 
Widerspruch, bei welchem es sich zeigte, daB bei 0,3% Pankreatin eine 
Oberflachenvergr6Berung durch Zerkleinerung des Kollagens zu_ einer 
Abbauverstarkung fiihrte. Auch der folgende Versuch, bei dem eine 
Oberflachenvergr6Berung durch Erhéhung der Kollagenmenge  vorge- 
nommen wurde, fiihrte zu dem gleichen Ergebnis einer Erhéhung der 
Abbaumenge. 


Die Versuche 1, 5a und 5b miissen aber miteinander in Einklang 
gebracht werden. Dazu mu®8 man die Tatsache in Rechnung ziehen, daB 
die durch proteolytische Verdauung entstandenen Abbauprodukte die 
weitere Wirkung des Pankreatins hemmen. Je mehr Pankreatin vor- 
handen ist, desto weniger wird diese Hemmung in Erscheinung treten. 
Bei gréBeren Pankreatinkonzentrationen wird ferner die Diffusion der 
tryptisch wirksamen Bestandteile ins Innere des Fasergeflechtes eine 
gréBere sein. DaB diese Annahme nicht von der Hand zu weisen ist, geht 
auch daraus hervor, daB alle MaBnahmer, welche die Diffusion in das 
Kollagen erleichtern, auch zugleich den tryptischen Abbau in auffalliger 
Weise férdern, namlich Wasserbenetzung (Versuch 2) und Elektrolyt- 
quellung (siehe die Arbeit von F. Nauen im gleichen Heft). 


b) Anderung der Kollagenmenge. 
Tabelle VI. 


50 cem Pankreatinlésung (0,5 ig) bei 37° 24 Stunden. 





g Kollagen in Abgebaut g Kollagen in Abgebaut 
50 cem (in °'9 der Einwage) 50 cem (in °/y der Einwage) 
1 | 4,86 3 4,52 
2 4.54 4 4,47 
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Mit zunehmender Substratmenge erhdéht sich auch die Menge an 
abgebautem Kollagen, und zwar verlauft die Kurve ungefahr geradlinig 
ansteigend im Winkel von 45°. Das bedeutet, daB der Prozentgehalt des 
abgebauten Kollagens, bezogen auf die eingewogene Menge, annahernd 
konstant bleibt. 


Es ist also fiir die Feststellung des prozentualen Abbaus von Kollagen 
bei der gewahlten Pankreatinkonzentration gleichgiltig, welche Kollagen 
menge von | bis 4 g in 50 cem gewahlt wird. Aus Griinden der Sparsamkeit 
ist die kleinste Menge zu wahlen. Eine weitere Verringerung der angewandten 
Kollagenmenge ist nicht ratsam, weil sonst die Titrationsergebnisse zu klein 
und die Versuchsfehler zu groB ausfallen wiirden. 


Diskussion der Ergebnisse. 


Der Zweck dieser Untersuchung liegt in erster Linie darin, dab 
exaktes experimentelles Material beigebracht wird, und zwar ist die 
Exaktheit der Untersuchungsverfahren und besonders die Reinheit der 
verwendeten Praparate nur so weit gesteigert worden, daB der AnschluB 
an die Verhaltnisse des technischen Beizvorganges nicht verloren geht. 
Dariiber hinaus lassen sich aus der Arbeit auch einige wichtige Hinweise 
fiir die praktische Ausfiihrung des Beizprozesses gewinnen. Es laBt sich 
nimlich die Frage, welcher von den untersuchten, die Pankreatin- 
verdauung beeinflussenden Faktoren fiir die Praxis der Lederbeize mit 
Pankreatin der wichtigste ist, aus den vorliegenden Ergebnissen recht 
gut beantworten. 

Von EjinfluB sind auBer dem hier absichtlich unberiicksichtigt 
gebliebenen EinfluB des pa-Wertes bzw. Elektrolytzusatzes die folgenden 
Faktoren: 

1. Dauer; 

2. Mengenverhaltnis : 

3. Temperatur. 

Was die Dauer der Pankreatineinwirkung betrifft, so leistet das 
Enzym seine Hauptarbeit im Anfang der Einwirkungsdauer. Eine 
Verlangerung ist also so lange ungefahrlich, als keine Bakterientatigkeit 
daneben in Erscheinung tritt. 

Was das Mengenverhdltnis betrifft, so zeigten die Versuche, dab 
zwischen der Menge des Pankreatins und der Intensitat des Abbaues 
ungefahr eine direkte Proportionalitat besteht; doch geht die Tendenz 
der Kurve: Pankreatinmenge — Abbaugrad eher nach einer allmahlichen 
Verflachung hin, so daB bei PankreatiniiberschuB nicht die Gefahr eines 
staérkeren Abbaus besteht, wie nach den Abbauwerten bei niederen 
Konzentrationen zu erwarten ware. 


Ganz anders verliuft die T’emperaturkurve. Man sieht, daB die 
Einwirkungserhéhung mit der Temperatur nicht proportional geht, 
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sondern dab etwa von 45°C an eine auBerordentliche Steigerung ein- 
tritt. Daraus ist der SchluB zu ziehen, daB auf die Temperatur 
wahrend des Beizvorganges mehr geachtet werden mu, als auf die 
anderen genannten Faktoren. Eine Erhéhung der Beiztemperatur iiber 
40° C hinaus ist im Sinne der Erhaltung der Hautsubstanz als sehr 
gefihrlich anzusehen. 

Die Versuche zeigen endlich, daB man durch weitgehende 
mechanische Zerkleinerung des Kollagens und durch Heraufsetzen der 
Verdauungstemperatur die Pankreatinempfindlichkeit des Kollagens be- 
liebig steigern kann, so daB Kollagen als Testobjekt fiir die Bestimmung 
der proteolytischen Wirksamkeit irgendwelcher Fermentpraparate wohl 
geeignet ist. 

Versuchsteil. 
Enzymmaterial. 

Verwendet wurde ein hochwertiges Pankreatin, das Herr Dr. O. Réhm 
liebenswiirdigerweise dem Institut fiir Gerbereichemie iiberlassen hatte. 
Enzymatische Wirksamkeit von | g Pankreatin: 70000 Fuld -Gross - Ein- 
heiten. Eine Fuld-Gross-Einheit ist diejenige Ferrnentmenge, die in der 
Lage ist, in | Stunde, bei 38°C, 1 mg Casein zu verdauen. Das Praparat 
lést sich in destilliertem Wasser ziemlich vollistandig, beim Abkochen der 
wiasserigen Lésung entsteht jedoch eine voluminése Fallung, welche es bei 
unserer Arbeitsweise unméglich macht, die Blindversuche mit einer durch 
Kochen inaktivierten Pankreatinlésung durchzufiihren. 


Kollagen. 


Als Kollagenmaterial wurden nicht Hautstiicke gewahlt, sondern ein 
Kollagenpraparat, das aus der mittleren Partie der Haut eines eben ge- 
schlachteten Rindes mittels einer Bandmesserspaltmaschine heraus- 
geschnitten und an der Luft getrocknet war'. Die Analyse dieses Materials 
in lufttrockenem und v6llig getrocknetem Zustande ergab folgende Zu- 
sammensetzung: 





Wasserfreies Lufttrockenes 
Kollagen Kollagen 
Wasser . a 20,75 
Fett 0,33 0,26 
Asche $e ey ey Meg Ee Se eS 0.4 0.33 
NaCl- bzw. Ca(OH) -lésliche Proteine. . . . 12 1 
98.07 77,66 


Kollagen . . 


Die Kollagenstiicke. welche innerhalb einer Versuchsreihe verwendet 
wurden, waren im lufttrockenen Zustande (20°, Wasser) und stammten 
gewohnlich von einem zusammenhangenden Stiick, wodurch vermieden 


1 Na&heres siehe bei A. Kitntzel u. K. Buchheimer, Herstellung und 
Eigenschaften von Rohkollagen, Collagium 1930, S. 205. 
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werden sollte, da topographische Verschiedenheiten der Haut, welche 
sich natiirlich auch bei unserem Material bemerkbar machten, einen Einfluls 
auf die Resultate gew6nnen. 


Thermostat. 


Samtliche Versuche wurden im Wasserthermostaten ausgefiihrt. Bei 
Untersuchungen des Einflusses der Temperatur wurden je drei Versuche 
gleichzeitig in verschiedenen Thermostaten ausgefiihrt. |Versuchsreihen, 
bei gleicher Temperatur, wurden stets in demselben Thermostaten durch 
gefiihrt. 

Stickstoffbestimmung. 


Diese wurde mit der Mikrokjeldahlmethode ausgefiihrt. Indikator: 
Methylrot. 
Austiithrung der Versuche. 


Die VersuchsgefaBe, Pulverflaschen von 50 bis 100 cem Fassungs 
raum mit eingeschliffenem Glasstopfen, wurden vor jedem Versuch sorg- 
faltig gereinigt und durch mehrstiindiges Erhitzen bei 100° sterilisiert. 
Das zum Lésen des Pankreatin verwendete destillierte Wasser wurde, um 
die Faulnisgefahr méglichst zu verringern, jedesmal unmittelbar vor der 
Verwendung abgekocht. Das Pankreatin wurde entweder direkt in die 
VersuchsgefaBe eingewogen und eine halbe Stunde vor Beginn des eigent- 
lichen Versuchs durch Zugeben der erforderlichen Wassermenge bei Zimmer- 
temperatur gelést; oder es wurde bei manchen Reihen in einem Erlenmeyer 
kolben fiir alle Versuche gemeinsam gelést und die sorgfaltig durchmischte 
Losung auf die einzelnen Flaschen gleichma®ig verteilt. Der Versuch 
beginnt in dem Augenblick des Zusammengebens von Kollagen und Pan- 
kreatinlésung und Hineinstellen des GefaBes in den Thermostaten. Die 
Verdauungsreaktion wurde durch Abfiltrieren der L6sung vom unverdaut- 
gebliebenen Kollagen unterbrochen. 


Blindversuche. 


Es wurden stets Blindversuche angestellt, um die Stickstoffmenge. 
die durch das Pankreatin in den Verdauungsansatz hineingebracht war. 
zu erfassen. Diese Werte wurden von den Ergebnissen der Hauptversuche 
in Abzug gebracht. 

Blindversuche, um eine abbauende Wirkung des Wassers auf Kollagen 
festzustellen, eriibrigten sich, weil eine solche bei Verwendung unseres 
Praparats unter den angegebenen Bedingungen nicht in Erscheinung trat. 
Auch bei 60° wird nur soviel N gelést, als 0.3 °, des eingebrachten Kollagens 
entspricht. 

Berechnung der Ergebnisse. 

Der Wassergehalt des Kollagens wurde mit 20°, angenommen. 1 ccm 
n/10 H,SO, entspricht 7,87 mg wasserfreier Hautsubstanz. Die verbrauchten 
Kubikzentimeter Saure wurden auf Prozente der eingewogenen, also 20°,, 
Wasser enthaltenden, Kollagenmenge umgerechnet. 


Reproduzierbarkeit. 


Bei Wiederholungen der Versuchsreihen ergab es sich, das die beiden 
Reihen zwar die gleichen GesetzmaBigkeiten zeigten, daB aber ihre absoluten 
Werte um gewisse Betrage differierten. 
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Tabelle VII. 


50 cem Pankreatinlésung (0,5 ©,ig). 








Gesamtstickstoftbestimmung, Alkoholtitration, 
a verbrauchte cem n/l0 H2,80 verbrauchte cem n/5 alkoh. KOH 
—o—_ pro 5cem Filtrat z pro 5 cem Filtrat 
i Versuch | Versuch I Versuch | Versuch II 
L ! 
2 4.1 3,99 1,62 1,17 
3 4,95 49 1,6 1,4 
4 6,03 5,78 1,8 1,6 
5 7,95 7,03 2,2 1,92 


Die Abweichung der absoluten Werte laBt sich in erster Linie durch 
verschiedene Dicke und Beschaffenheit der zu den Versuchsreihen ver- 
wendeten Kollagenstiicke und durch Schwankungen der Thermostaten- 
temperatur erkliren. Dazu kommen noch die unvermeidlichen Fehler 
beim Abwiegen und die der MeBgeriite. 


Versuche mit Alkoholtitration. 


Um die zeitraubenden Gesamtstickstoffbestimmungen nach Ajeldahl 
zu umgehen, wurde der Versuch gemacht, das abgebaute Kollagen durch 
die einfachere Alkoholtitration nach Wéllstdtter zu bestimmen. Es zeigte 
sich aber, daB die Unterschiede innerhalb der einzelnen Reihen bei Alkohol- 
titration im Vergleich zu den Fehlerméglichkeiten der Methode nicht groB 
genug waren. Die vorhergehende Tabelle enthalt nebeneinander die Zahlen 
der Gesamtkjeldahlbestimmungen und der Alkoholtitrationen. Wegen der 
zu kleinen Differenzen wurde daher die Alkoholtitration als Methode auf- 
gegeben. 

















Einwirkung von Pankreatin auf Kollagen in Abwesenheit 
von Neutralsalzen und Puffergemischen. II. 


Von 
A. Kiintzel und 0. Dietsche. 


(Aus dem Institut fiir Gerbereichemie der Technischen Hochschule 
Darmstadt. ) 


(Eingegangen am 14. Dezember 1930.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


In einigen Arbeiten, welche die Frage der Pankreatineinwirkung auf 
Kollagen behandeln, wird u. a. auch die Frage angeschnitten, ob 
Kollagen durch Pankreatin vollstandig in Lésung gebracht werden kann 
oder ob auch bei wiederholter Erneuerung des Pankreatinangriffes der 
Abbau nur bis zu einem bestimmten Punkt gelangt, so da} ein un- 
verdaulicher Restkérper zuriickbleibt. Soweit uns bekannt wurde, 
gelang es bisher noch nicht, Kollagen vollstandig zu verdauen, es sei denn, 
daB es vorher einer Schrumpfung oder Elektrolytquellung oder Pepsin- 
vorbehandlung unterworfen war. Dab aber eine vollstandige Verdauung 
von unvorbehandeltem Kollagen méglich ist, wenn man nur die ge- 
eignete erhéhte Temperatur wahlt, wurde in der vorhergehenden Mit- 
teilung gezeigt. 

Wenn man dagegen die Verdauung bei 40° C oder bei noch tieferen 
Temperaturen vornimmt, erhalt man bei einmaliger Pankreatin- 
behandlung im besten Falle einen Abbau von 5°, und man muB das 
Kollagenstiick in eimen neuen Pankreatinansatz bringen, um den 
Abbau fortzusetzen. 

In der folgenden Mitteilung soll gezeigt werden, wie sich das 
Kollagen in seiner Verdaubarkeit andert, wenn man bei 40° C immer 
wieder erneut Pankreatin auf das gleiche Kollagenstiick zur Einwirkung 
gelangen 1]aBt. 

H. B. Merrill und J. W. Fleming’ hatten bereits einen derartigen 
Versuch unternommen, aus dem sie zu einer Reihe von wichtigen 


' Journ. Amer. Leather Chem. Ass. 22, 139, 274, 1927. 
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Folgerungen tiber die Art und Weise des Kollagenabbaus gelangten. 
Diese Autoren hatten Kollagenstiicke von frischer und geascherter 
Kalbshaut mehrere Tage hindurch bei 40° C mit starken Enzym-Puffer- 
gemischen (pq = 8) behandelt, und zwar derart, daB die Stiicke nach je 
24stiindiger Einwirkung in einen neuen Verdauungsansatz gebracht 
wurden. 

A. W. Thomas und E. L. Seymour-Jones! haben auch einen 
derartigen Dauerversuch unternommen, allerdings nur mit vier neuen 
Pankreatinansatzen. Ihre SchluBfolgerung, daB man wahrscheinlich 
niemals zu einer vollstandigen Hydrolyse gelangt, ist infolgedessen 
wenig tiberzeugend. 

Unsere Versuche, mit denen eine Nachpriifung und Erweiterung der 
Arbeit von Merrill und Fleming beabsichtigt war, unterscheiden sich von 
denen der beiden amerikanischen Autoren durch folgende Abanderungen : 

1. Es wurde kein Puffer zugegeben. 

2. Die Versuchsl6sungen wurden schon nach zw6lf Stunden aus- 
gewechselt. 

3. Wahrend Merrill und Fleming im ganzen héchstens achtmal 
einen neuen Pankreatinansatz in Anwendung brachten, haben wir 22 mal 
gewechselt und auf diese Weise den gréBten Teil, némlich 73°,, des 
urspriinglich vorhandenen Kollagens, in Lésung gebracht. Merrill und 
Fleming haben bei ihrem Versuch insgesamt nur 13 °,, in Lésung bringen 
k6nnen. 

4. Die Ergebnisse wurden genauer ausgewertet, als es von Merrill 
und Fleming geschah. Diese Autoren haben namlich ihre nach 24stiin- 
diger Einwirkung erhaltenen Stickstoffwerte auf Prozente des ur- 
spriinglich vorhandenen Kollagens umgerechnet und dabei auber 
acht gelassen, daB durch die fortgesetzte Enzymeinwirkung der Bestand 
an Kollagen dauernd verringert wird. Wir dagegen haben unsere 
Werte auf die jeweils in die Pankreatinlésung eingebrachte, sich standig 
verringernde Kollagenmenge bezogen. Auf die Berechnung wird im 
Versuchsteil noch genauer eingegangen werden. 

Die Ergebnisse sind in der umstehenden Tabelle wiedergegeben. 

Zuerst sollen die Zahlen der zweiten Spalte besprochen werden. 
Die Werte nehmen anfangs standig zu, erreichen nach achtmal zwolf 
Stunden ein Maximum und nehmen dann in unregelmaBiger, aber 
deutlich erkennbarer Weise wieder ab. Zur Erklarung des Anstiegs 
der ersten Werte bieten sich folgende zwei Méglichkeiten. 


1 Journ. Amer. Chem. Soc. 45, 1515, 1923. 
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1g Kollagen in 50 ccm Pankreatinlésung (0,5 °9ig) bei 40° C 22mal 
erneuert, je 12 Stunden. 








Gesamtabbau ; Gesamtabbau 
Abbau in °/5 nach Abbau in ° 9 nach 
des jeweils 12, 24... Std des jeweils 12. 24... Std 
Versuch eingebrachten in J, vom Versuch eingebrachten in %/g vom 
Kollagens asepetageenen Kollagens urspriinglichen 
Nr. ollagen Nr. Kollagen 
1 3,56 3,56 13 5,0 54,57 
2 4.9 8,28 14 5,24 56,95 
3 5,46 13,27 15 4,35 58,82 
4 6,12 18,58 16 5.82 61,22 
5 6,27 23,68 17 4,06 62,79 
6 6,42 28,45 18 5,7 64,92 
7 6,43 33,31 19 4,92 66,71 
8 7,25 38,05 20 4,38 68,16 
9 6,58 42,05 21 4,02 69,44 
10 6,58 45,78 22 3,99 70,66 
11 5,36 48,63 23 4.5 71,98 
12 6,85 52,17 


1. Es bestehen anfanglich Benetzungs- und Diffusionshemmungen, 
die erst im Laufe mehrerer Tage vollstandig iiberwunden werden. 
DaB Trockenkollagen auch bei 40° C mindestens 48 Stunden bendétigt, 
um vollstandig mit Wasser durchtrénkt zu werden, wurde schon in der 
vorhergehenden Mitteilung erwahnt, ebenso, daB durch eine vorherige 
griindliche Benetzung und Durchtrankung des Kollagens mit Wasser die 
Angreifbarkeit durch Pankreatin betrachtlich erhéht wird. Diese beiden 
Befunde lassen es verstandlich erscheinen, daB die maximale Angreifbar- 
keit des Kollagens im vorliegenden Falle erst nach zwei bis drei Tagen 
erreicht wird. 

2. Man k6nnte die anfangliche Zunahme der Abbauwerte auf die im 
Kollagen enthaltenen, koagulierbaren EiweiBkérper zuriickfiihren. 
von denen man annehmen darf, daB sie leichter durch Pankreatin in 
Lésung gebracht werden kénnen als Kollagen, da sie ja auch durch 
Kochsalz oder Kalkwasser gelést werden. In dem zu den vorliegenden 
Versuchen verwendeten Kollagenpraparat sind aber nur etwa 1°,, an 
koagulierbaren EiweiBk6rpern enthalten (siehe vorige Mitteilung, Ver- 
suchsteil, Abschnitt Kollagen), wahrend der Anstieg der anfanglichen 
Abbauwerte sich verfolgen laBt, bis etwa 33°, des Kollagens gelist 
worden sind. Daraus geht hervor, daB der anfangliche Anstieg der 
Abbaukurve nicht auf die koagulierbaren EiweiBkérper zuriickgefiihrt 
werden kanr. Somit wird nur die erste Erklarungsméglichkeit den 
Tatsachen gerecht. 


Schwieriger ist es, das nach etwa viertagiger Einwirkungsdauer 
auftretende Sinken der prozentualen Abbauwerte zu verstehen. Auch 
hier gibt es zwei Erklarungsméglichkeiten: 
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1. Die Abbauprodukte, die sich im Kollagen bilden und dort 
angereichert und festgehalten werden, wirken hemmend auf das neu 
eindringende Pankreatin. Diese hemmende Wirkung wird sich um so 
mehr bemerkbar machen, je langer der ProzeB dauert, d. h. je mehr das 
Verhaltnis von unabgebautem Kollagen zu den Abbauprodukten 
zugunsten der letzteren verschoben ist, und je mehr der proteolytische 
Abbauprozeb in das Innere des Kollagenstiickes bzw. in das Innere der 
Faser vorgedrungen ist. Diese Erklarung kénnte die dauernde Zunahme 
der beobachteten Hemmung erklaren. 

2. Die andere Erklirungsméglichkeit setzt die vorliufig allerdings 
noch unbeweisbare Annahme voraus, da die kollagene Faser aus 
verschieden schwer verdaulichen Anteilen besteht. Ebenso wie die 
mittleren Partien der elastischen Faser zuerst ihre spezifische Farb- 
barkeit verlieren (d. h. verdaut werden), so laBt sich das auch fiir die 
kollagene Faser annehmen, welche im Bau mit der elastischen Faser 
weitgehend iibereinstimmt. Danach wiirde das Geringerwerden der 
Abbauwerte im Verlaufe des Verdauungsversuchs auf das allmahliche 
Abnehmen des leichter verdaulichen Anteils zuriickzufiihren sein. 
Das Reststiick am Ende des Versuchs lieB jedoch nicht mit Sicherheit 
erkennen, ob diese Annahme zutreffend ist. Doch laBt sich sagen, daB 
das Stiick im Laufe des Versuchs nicht kleiner geworden ist wie bei dem 
Verdauungsversuch bei 55°, sondern leer und ausgelaugt erschien, eine 
Beobachtung, die fiir die zweite Erklarung spricht. Eine Entscheidung 
kann aber auf Grund dieses Versuchs noch nicht getroffen werden. 

Das Abnehmen der Verdaubarkeit kénnte endlich auch mit der 
Anwesenheit von Thymol in Zusammenhang gebracht werden. 

Die Zahlen der dritten Spalte der Tabelle enthalten die Werte fiir 
den Gesamtabbau am Ende der einzelnen Versuche, berechnet in 
Prozent vom urspriinglich vorhandenen Kollagen. Sie sind in der 
folgenden Kurve (Abb. 1) aufgetragen, um einen Vergleich unserer 
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Befunde mit denen von Merrill und Fleming vorzunehmen. Diese 
beiden Forscher haben namlich ihre Ergebnisse in ahnlicher Weise 
ausgewertet und in gleicher Weise wie wir in einer Kurve (Abb. 2) 
dargestellt, welche spiter Gegenstand eingehender Diskussionen wurde. 

Die Ergebnisse unserer Versuche stimmen im allgemeinen mit den 
Werten iiberein, die Merrill und Fleming bei ungekalkter Kalbshaut 
gefunden haben. Diese Autoren gelangen jedoch zu SchluBfolgerungen, 
die von den unsrigen abweichen, denn sie geben an, dab zwischen 
Einwirkungsdauer und Abbaumenge eine lineare Beziehung besteht, 
d. h. daB die Abbaukurve, abgesehen von einer kleinen Unregelmabigkeit 
im Anfangsteil, véllig geradlinig verlaufe. Diese SchluBfolgerung 
kann aber auf Grund unserer Versuchserge bnisse nicht gezogen werden. 

Die von Merrill gefundene Kurve wurde von J. A. Wilson! und 
spaiter von FE. Stiasny? auf die Frage hin diskutiert, ob die kollagene 
Faser aus einer trypsinempfindlichen Mittelschicht und einer wider- 
standsfaihigeren AuBenschicht besteht oder nicht. Wilson kommt zu 
einem negativen Resultat. Stiasny dagegen zeigt, dab diese Kurvenform 
mit der Annahme einer widerstandsfihigeren Aufenschicht wohl 
vereinbar ist. Die Erérterung dieser Frage durch die genannten Autoren 
ist deswegen etwas kompliziert, weil auch das Problem der Entfernung 
des ,,Grundes* (Haar- und Epidermisreste) mit in sie hineingezogen 
wurde. Bei unseren Versuchen kann von solchen stérenden Verunreini- 
gungen nicht die Rede sein, da nur der Mittelspalt der Haut verwendet 
wurde: trotzdem ist auch an ihnen die genannte Fragestellung nicht 
eindeutig zu entscheiden. 

Diese Untersuchung wurde zwar nicht bis zu einer vollstandigen 
Auflésung des Kollagens fortgesetzt, weil das Stiick so weich geworden 
war, daB es zerfiel: doch konnte man annehmen, daB bei weiterer 
Arbeit dieses Ziel schlieBlich erreicht worden ware. 

Es sei zum SchluB nochmals darauf hingewiesen, daB der Abbau- 
verlauf bei 55° und 60°C ein, ganz anderer ist als der bei 40°C. Zu den 
in der vorhergehenden Mitteilung genannten Arten des weitgehenden 
Kollagenabbaus (55° C: Kleinerwerden des Stiickes, Wirkung von 
auBen her; 60° C: Abbau unter gleichzeitiger Herabsetzung der 
Schrumpfungstemperatur; ferner bei Anwendung von Salicylsaure- 
puffern faseriger Zerfall der Kollagensubstanz 4) kommt nun also eine 
weitere hinzu, die allerdings sehr miihsam ist, aber ebenfalls schlieb- 


' J. A. Wilson, The Chemistry of Leather Manufacture, 2. Aufl., 
1, 352. 

2 5. Jahresbericht der Vereinigung akademischer Gerbereichemiker, 
Darmstadt (Vagda) 1929, S. 49. 

3 siehe die folgende Arbeit von I’. Nauen. 


Biochemische Zeitschrift Band 231 29 
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lich zur voélligen Auflésung fiihrt: die Verdauung bei 40° C mit sehr 
oft erneuten Pankreatinangriffen, bei welcher das Kollagenstiick all- 
mahlich weich und ,,leer“‘ wird. 


Ausfiihrung der Versuche und Berechnung der Werte. 


Bei diesem Versuch, der sich iiber einen Zeitraum von 11 Tagen er- 
streckte, muBte notwendigerweise zur Vermeidung von Faulnis ein Des- 
infizienz zugegeben werden. Es wurde Thymol gewahlt, welches nach 
Angaben von #. M. Prechtl', welcher allerdings diesen EinfluB der Speichel- 
diastase gegeniiber untersucht hat, den geringsten EinfluB im Vergleich 
zu anderen Konservierungsmitteln auf die enzymatische Wirksamkeit 
austiben soll. 

Nach jeder Periode der enzymatischen Verdauung wurde die Ver- 
dauungsfliissigkeit durch ein Filter gegossen, das Reaktionsflaschchen, 
welches noch das Kollagenstiick enthielt, etwa bis zur Halfte mit Thymol- 
wasser aufgefiillt und kurz durchgeschiittelt. Dann wurde das Kollagen- 
stiick mit der Pinzette herausgenommen und in einen neuen Verdauungs- 
ansatz gebracht. In der abfiltrierten Verdauungsfliissigkeit wurde der 
geléste Stickstoff bestimmt. 

Bei den Versuchen traten insofern Fehler auf, als sich bei den ver- 
schiedenen Operationen Kollagenfasern vom Versuchsstiick abtrennten und 
entweder auf dem filter oder in dem Waschwasser zuriickblieben. Dieser 
Faserverlust auBerte sich darin, daB die Summe aus den Gesamtstickstoff- 
werten der Einzelversuche und des Reststiickes geringer war, als der Gesamt- 
stickstoff des urspriinglich verwendeten Kollagenstiickes. Die auftretende 
Differenz wurde zu gleichen Teilen zu den Stickstoffzahlen der Einzel- 
versuche zugeschlagen. 

Die weiteren Einzelheiten der Versuchsanordnung sind aus den Angaben 
der Tabelle zu ersehen bzw. sind sie schon bei Beschreibung der Versuche in 
der vorigen Mitteilung angegeben. 


! Biologia generalis 4, 181, 1928. 














Uber eine Beziehung zwischen Quellung und 
Proteolyse des Kollagens. 


Von 
F. Nauen. 


(Aus dem Institut fiir Gerbereichemie der Technischen Hochschule 


Darmstadt.) 


(Eingegangen am 14. Dezember 1930.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Aus den dieser Mitteilung vorangehenden Arbeiten von A. Kiintzel 
und O. Dietsche geht hervor, daB das bis in die neueste Zeit immer wieder 
als enzymatisch unangreifbar bezeichnete Kollagen von proteolytischen 
Enzymen auch in reiner wasseriger Lésung verdaut wird. Dabei 
beobachteten diese Autoren auch, daB die Wasseraufnahme, also die 
Quellung des Kollagens, diesen Vorgang begiinstigt. Nun haben schon 
vor lingerer Zeit E. Stiasny und W. Ackermann!’ in einer Arbeit ,,Uber 
die Wirkung von Trypsin auf Kollagen und die Beeinflussung dieser 
Wirkung durch Neutralsalze* an Kaliumrhodanat und an anderen 
Kaliumsalzen mit Anionen, die nach der Hofmeisterschen Reihe quellend 
wirken, festgestellt, daB Neutralsalze den proteolytischen EiweiBabbau 
fordern und daB dies auf die Quellung zuriickzufiihren ist, welche durch 
diese Salze erfolgt. 

Die gleiche Wirkung, aber in weit starkerem Grade iiben, wie in 
folgendem gezeigt wird, die Salze der Benzoeséure, Salicylsiure und 
p-Oxvbenzoeséure aus. Dabei lassen sich die folgenden Zusammen- 
hinge zwischen Quellung und Proteolyse beobachten: 

1. Wenn man die angefiihrten Salze nach steigender Quellwirkung 
ordnet, so ist dies gleichzeitig die Reihenfolge, in der diese Stoffe den 
EiweiBabbau férdern. Es besteht Proportionalitat zwischen beiden 
Erscheinungen, und auch andere, hier nicht eingehender untersuchte 
Salze, wie z. B. das Natriumsalz der Rhodanwasserstoffsaure, fiigen sich 
in diese GesetzmaBigkeit. 


' Kolloidchem. Beih. 17. 219. 1923 
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quellen 1aBt und dann in eine schwach gepufferte Pankreatinlésung 
bringt, so wird auch in diesem Falle der Grad der Proteolyse durch den 
vorher erreichten Quellungsgrad bestimmt. Da diese Erscheinung 
allgemeiner Natur ist, dafiir spricht folgende Beobachtung: Wenn man 
Kollagenstiicke in verdiinnter Salzséiure verschiedener Konzentration 
quellen laBt, nach beendeter Quellung die Lésungen neutralisiert und 
dann in denselben mit Pankreatin verdaut, so wird dasjenige Kollagen- 
stiick am stairksten angegriffen, das vorher die gréBte Quellung er- 
fahren hatte. 


2. Wenn man das Kollagen zuerst in einer Lésung dieser Salze 


Eine Deutung dieser Beobachtungen laBt sich im AnschluB an die 
modernen Theorien der EiweiBforschung vielleicht folgendermaBen 
geben. Es ist bereits von einer Reihe von Autoren ausgesprochen worden, 
daB man sich GeriisteiweiBstoffe vorzustellen hat als Aggregate von 
Peptidketten, die durch Nebenvalenzen zusammengehalten werden. 
Diese Nebenvalenzbindungen verhindern den Zutritt von H,O zu den 
Peptidbriicken, und deshalb kann eine Proteolyse zunachst nur an der 
Oberflache erfolgen. Da nun die Quellung in einer Auflockerung dieser 
Nebenvalenzbindungen und in einem Eindringen von H,O zwischen die 
einzelnen Peptidketten besteht, so ist es verstandlich, daB da, wo dieser 
Vorgang am weitesten fortgeschritten ist, also im Zustand der starksten 
Quellung, auch der proteolytische Angriff am leichtesten vor sich 
gehen kann. 

In der Tat verlauft auch die Reaktion in stark quellender Lésung 
wesentlich anders als in Wasser: dies beweist erstens die Beobachtung, 
daB z. B. in Salieylatlésung die Proteolyse noch nach 24 Stunden 
ununterbrochen vorwartsschreitet, wihrend in Wasser nach Ablauf von 
sechs Stunden bereits eine Hemmung einsetzt. Zweitens zeigen sich 
wahrend des Abbaues auch am Kollagen selbst nicht unbedeutende 
Unterschiede. Wahrend das Kollagen in Wasser anscheinend nur von 
der Oberfliche her angegriffen wird, findet bei einem vorher stark 
gequollenen Kollagenstiick die Proteolyse gewissermaben auch im 
Inneren statt; das Kollagen reagiert also durch. Man sieht dies daran, 
daB es wahrend des Abbaues in einzelne Faserbruchstiicke zerfallt. 
Der freiwillige Zerfall der Faser in regelmaBige Teilstiicke ist bei 
Kollagen sonst auf keine Weise herbeizufiihren. 


Versuchsteil. 
Als Versuchsmaterial diente ein nach den Angaben von A. Aiintzel 
und K. Buchheimer' hergestelltes Kollagenpraparat, das in Scheibchen 
von 0,5 g¢ Gewicht angewandt wurde. Die Salzlésungen wurden in der 


! Coll. 1980. S. 205. 
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Weise angesetzt. daB soviel Boraxlésung zu den in Wasser gelésten Sauren 
zugegeben wurde, als nétig war, um einen Puffer vom py-Wert 8,2 zu 
erhalten. Die Fliissigkeitsmenge pro 0,5 ¢ Kollagen betrug 20 cem und 
enthielt gewéhnlich 40 mg Pankvreatin, ein hochwertiges Praparat der 
Firma Réhm & Haas, Darmstadt, so daB die Lésung in bezug auf Ferment 
gehalt 2° ig war: bezogen auf Substrat waren es 8,0°, Pankreatin. Ver 
dauungszeit in der Regel 24 Stunden; Temperatur 40°C; die Auswertung 
der Versuche erfolgte durch Bestimmung des in Lésung gegangenen Stick 
stoffs nach Kjeldahl. 


a) Quellung und Proteolyse in Salzlésungen gleicher Konzentration, 


Kollagen wurde in den in der Tabelle I angegebenen Salzlésungen dei 
p-Oxybenzoesiure, Salieylsaure und Benzoesiure 24 Stunden bei 40°C 
zum Quellen gehracht und nach Zugabe von Pankreatin weitere 24 Stunden 
verdaut. Zum Vergleich wurde auch ein Versuch mit Rhodanat angesetzt, 
der die gleiche Gesetzma®Bigkeit erkennen JaBt, wie sie bei den Salzen der 
p-Oxyvbenzoesiiure, Salicylsiure und Benzoesiiure besteht. 


Tabelle 1. 





Grad der Quellung Grad der Proteolyse 


(°) vom Troeckengewicht) (99 Kollagen abgebaut) 


m/4 Paraoxybenzoatlisung . . 145 76,6 
m/4 Salicylatlbsung .. .. . 125 44.0 
m/4 Benzoatlésung. . . . . . 123 40.0 
m/4 Rhodanatlésung . . . . . 109 13.7 


Bei graphischer Darstellung der Werte dieser Tabelle zeigt es sich, dats 
zwischen Quellung und Proteolyse nahezu Proportionalitaét besteht (Abb. 1). 


Ss 
S 





ng tn To 
2 3 
S$ Ss 


% 
S 
x 
wA 


“ 


a ai 


4 


7 


~ 
Ss 


Grad der guelli 
8 
Ss 











0 1 20 30 ¥0 50 60 FO 80 
%hollager abgebau? 


Abb. 1 


b) Quellung in Salzlésungen und nachfolgende Proteolyse inn 10 Borat 
HCI- Puffer. 


Wenn man Kollagenstiickchen, die in m4 Paraoxybenzoesdure, ferner 
in m/4, m/i6 und m/64 Salicvlatlésungen gequollen wurden, sorgfaltig 
auswiascht und sie dann in einer auf px 8,2 gepufferten Lésung der 
Pankreatineinwirkung unterwirft, so laBt sich beobachten, daB auch in 
diesem Falle der Grad der Proteolvse durch den Grad der vorangegangenen 
Quellung bedingt ist. 
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Tabelle 11. 





Grad der Quellung Grad der Proteolyse 


(°/9 vom Trockengewicht) (°/y Kollagen abgebaut) 


m/4 Paraoxybenzoatlésung . . 145 4.7 
m/4 Salicylatlbsung . . .. . 125 3,3 
m/16 a oe 113 1.9 
m/64 * Sa ag Veet 96 7 


c) Versuche mit HCL. 

Um festzustellen, ob es sich bei dieser Beziehung um eine allgemein 
geltende handelt, wurden Kollagenstiicke mit Pankreatin behandelt, welche 
vorher in H Cl-Lésungen verschiedener Konzentration eine starke Quellung 
erfahren hatten. Nach beendeter Quellung wurden die drei Ansatze, in 
welchen die gr6Bten Quellungen aufgetreten waren, neutralisiert, auf 
gleiche NaCl-Konzentration und durch Zugabe von Boratpuffer auf den 
pu-Wert 8,2 gebracht, dann Pankreatin zugegeben und 6 Stunden bei 40° 
verdaut. Die Versuche ergaben einwandfrei, daB auch in diesem Falle 
der Quellungsgrad den Grad des Eiwei8abhbaues bestimmt. 


Tabelle 11]. 





Grad der Quellung Grad der Proteolyse 


(9/5 vom Trockengewicht)  (°/9 Kollagen abgebaut) 


nd HCl 148 -- 
n/20 HCl 210 7.6 
n/d0 HCl 222 12.9 
n/100 HCl 205 7,1 
n/250 HCl 151 


d) Zeitlicher Verlauf des Kollagenabbaues in Salicylatlésung. 
Wie die folgende Tabelle und die zugehérige Abbildung zeigt, verlauft 
der Kollagenabbau in den ersten 24 Stunden und dariiber hinaus annahernd 
proportional der Dauer der Proteolyse. (Abb. 2.) 
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Dagegen ist nach Versuchen von A. AKiintzel und O. Dietsche bei Pro 
teolyse in Wasser schon nach 6 Stunden eine Hemmung zu beobachten, 
wie die aus der Arbeit der beiden Autoren entnommene Kurve erkennen 
laBt. 

Tabelle IV. 





Jaue 2 rs > 
der enitees Pag coe 0 Kollagenabbeu 
Std. vom Trockengewicht %, 
1 51,8 0,55 
2 65,2 0,8 
5 . 2.8 
8 106,8 3,75 
23 119.8 11,1 


Da die Quellung ohne Zugabe von Pankreatin nach 23 Stunden 122°, 
betragt, so ist hieraus abzuleiten, daB nicht nur die Quellung die Proteolyse, 
sondern auch die Proteolyse die Quellung begiinstigt. Dies kann eine 
Krklarung dafiir abgeben, warum die Proteolyse soviel gr6éBer ist, wenn 
sie in den Salzlésungen selbst stattfindet, als wenn in den konzentrierten 
Lésungen gequollen und dann in verdiinnten Pufferlésungen verdaut wird 
(s. nochmals Tabellen [I und 11). 


Es bleibt mir noch tibrig, Herrn Prof. Dr. Stiasny fiir das Interesse, 
das er an meinen Untersuchungen nahm, und fiir die Unterstiitzung durch 
wertvolle Ratschlaige meinen herzlichsten Dank abzustatten;: ebenso habe 
ich auch Herrn Privatdozent Dr. Kiintzel fiir wichtige Anregungen zu 
danken. 








Uber das Vorkommen von Ergosterin im menschlichen Gehirn. 


Von 
Irvine H. Page und Wilh. Mensehick. 


(Aus der chemischen Abteilung der Deutschen Forschungsanstalt ftir 
Psychiatrie (Kaiser Wilhelm-Institut) Miinchen.) 


(Eingegangen am 14. Dezember 1930.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


I. Einleitung. 

In einer kiirzlich erschienenen Arbeit (1) berichteten wir tiber einen 
auffallenden Unterschied zwischen der Cholesterinfraktion aus Erwach- 
senengehirnen und der aus Sauglings-, Neugeborenen- und Fétengehirnen: 
wahrend die erstere im Ultraviolett nur eine Endabsorption, ahnlich wie 
reines aus dem Dibromid gewonnenes Cholesterin aufweist, tritt bei den 
letzteren in der Gegend von 280 my eine selektive Absorption auf, 
die Einzelheiten der charakteristischen Absorptionsbande des Ergosterins 
erkennen laBt. Die bekannte Tatsache, daB das antirachitische Pro- 
vitamin als fast standiger Begleiter des Cholesterins (meist aus Gallen- 
steinen) erkannt wurde, legt ja den Gedanken auBberordentlich nahe, 
daB es sich auch beim menschlichen Gehirn um diesen weit verbreiteten 
Stoff handelt. [Vgl. auch Schénheimer, Behring und Hummel (2).] 
In einer wahrend der Durchfiihrung dieser Arbeit erschienenen Ver- 
offentlichung wurden von Schindel (3) einige quantitative Angaben tiber 
den Ergosteringehalt des menschlichen Gehirncholesterins auf Grund 
spektrographischer Messungen gemacht. Die Ergebnisse der vorliegenden 
Untersuchung stimmen damit ungefahr tiberein, jedoch erscheint es uns 
wiinschenswert: 1. die gemessenen Absorptionskurven eingehend zu 
diskutieren, um den EinfluB anderer absorbierender Stoffe auBer 
Ergosterin nach Méglichkeit zu eliminieren; 2. so den Ergosteringehalt 
des Gehirncholesterins in Abhangigkeit vom Alter méglichst sicher 
festzulegen: 3. die Annahme, daB es sich hier wirklich um Ergosterin 
handelt, durch einige Experimente zu stiitzen. 


Il. Gewinnung und Reinigung der Sterinfraktion aus den Gehirnen. 


Die Gehirne wurden méglichst vollstandig von Hauten und 
BlutgefaBen befreit, zerkleinert und mit 2 n Natronlauge einige Stunden 
in der Kalte, dann einige Stunden in der Hitze behandelt und mit 
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Ather ausgeschiittelt. Nach dem Waschen und Trocknen wurde das 
Lésungsmittel abdestilliert und der Riickstand in absolutem Ather 
gelést. Die dabei haufig auftretende Triibung konnte durch anhaltendes 
Zentrifugieren entfernt werden. Der Riickstand von der abgegossenen 
Atherlésung wurde dann wiederholt aus sehr wenig Hexan umkristalli- 
siert unter Verwendung von Pentan als Waschfliissigkeit. Hexan war 
besser als Alkohol geeignet, gelbe Beimengungen zu entfernen. Auch 
eine nochmalige Verseifung mit alkoholischer Kalilauge mit nach- 
folgendem wiederholtem Umkristallisieren erwies sich als niitzlich, 
wenn auch nicht immer erforderlich. Dabei ist aber zum Umkristallisieren 
nach der zweiten Verseifung als Lésungsmittel unbedingt Alkohol 
vorzuziehen, der viel besser als Hexan die entstandenen gelb gefarbten 
harzigen Verbindungen rasch entfernen laBt?. 

Die Auswirkung dieser Reinigungsart kann in den spater folgenden 
Abb. 2a und b verfolgt werden. Es ist wichtig zu bemerken, daB die 
Auswertung dieser Figuren (Tabelle IIL) vor und nach der Verseifung die 
gleichen Werte fiir den Ergosteringehalt liefert, dab also auch ein 
Verlust an Ergosterin bei der beschriebenen Aufarbeitung nicht zu 
befiirchten ist. 

Il. MeBmethode. 

Die Aufnahme der Absorptionskurven erfolgte nach der photo- 
graphischen Methode von G. Scheibe (4)(5) mit rotierendem Sektor. 
Als Lichtquelle verwendeten wir den elektrischen Funken zwischen 
Kisenelektroden, den man mit Hilfe eines Induktors mit Resonanz- 
schaltung erhalten kann (6) und dessen Viellinienspektrum im mittleren 
Ultraviolett giinstige Intensitaten aufweist. Wir beniitzten als Lésungs- 
mittel Athylalkohol p. A., der auf optische Reinheit gepriift und im 
Bedarfsfall nochmal destilliert wurde. 


IV. Messungen und Diskussion der Kurven. 

Zur Bestimmung des Eigosteringehalts kénnen nur Praparate 
verwendet werden, die so weit von absorbierenden Verunreinigungen 
frei sind, daB die Ergosterinbande in der Absorptionskurve geniigend 
deutlich zum Vorschein kommt. Bei einiger Chung gelingt dies, auch 
wenn, wie bei Neugeborenengehirnen, nur kleine Mengen zum Um- 
kristallisieren zur Verfiigung stehen?. 


Die hauptsachlichsten MeBergebnisse sind in Abb. 1 dargestellt : 


1 Fri. L. Galitzenstein danken wir fiir ihre wertvolle Mithilfe bei den 
praparativen Arbeiten. 

2 GréBere Schwierigkeiten bei der Reinigung traten nur bisweilen bei 
Gehirnen auf. die erst lingere Zeit nach dem Tode verarbeitet werden 
konnten. 


19+ 
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Abb. 1. 
Absorptionskurven der gereinigten Sterinfraktion aus menschlichen Gehirnen 
verschiedenen Alters. 


Kurve 1, X: Fétus, etwa 5 Monate. Kurve 8, +: Siiugling, 91/2 Monate 
> & 3 > 6 Monate. ea) eS. . 11/, Jahre. 
- 3, +: Neugeborene (gesamme!lt). > =U » i ff 
~ 4, X: Neugeborenes. . ll, v: Erwachsene, 36 Jahre. 
“- . a Ge pi » mT ~ — ~ 
. 6, v: Stugling, 1 Monat. ~» 18, 4: va oS 3 
7; & ‘. 3 Monate. 
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Ig Jo/J 
cd 
das Verhaltnis der Anfangs- und Endintensitét des Lichtstrahles beim 
Passieren der L6sung von der Konzentration c (Gramm pro Kubikzentimeter) 
und der $chichtdicke d (Zentimeter) bedeutet'. Die Fehlergrenze betragt 

etwa + 5% in k. 

Die Abbildungen zeigen das typische Bild einer Uberlagerung von 
verschiedenen Absorptionsspektren, von denen keines dem in diesem Gebiet 
fast ganz durchlassigen Cholesterin zukommt. Die Absorption léBt sich 
zusammengesetzt denken aus einem Ergosterinspektrum, von dem die 
beiden Maxima bei 2$3 und 294my noch isoliert zu sehen sind, und aus 
einem breiten Absorptionsband, das bei 250 bis 260 my seine gréBte Héhe 
erreicht und welches das dritte Ergosterinmaximum bei 270 my noch 
iiberdeckt. Wahrend sich fiir die wirkliche Anwesenheit von Ergosterin 
weitere Stiitzen beibringen lassen (vgl. Abschnitt V), kénnen wir tuber 
den Trager der kiirzerwelligen breiten Bande auBer seinem sterinéihnlichen 
Verhalten bei der Aufarbeitung bis jetzt gar nichts aussagen. 


Der Absorptionskoeffizient / ist definiert durch k , wobei J9/J 


Tabelle I. 


Maxima der Kurven aus Abb. 1 und maximaler Ergosteringehalt. 





® Maximum Maximum Maximum 

2 bei 283 mu bei 294 mu bei < 260 mu 

Re Alter - nepipeeaapnte " . lg c c 

< Lage Hohe Lage Hohe Lage Hihe - - 
Nr. mu Igk mu Igk mu Ig k ; 05 

1 Fétus, ange- 142 ange- 1,28 . (1,60) 7,02—10 | 0,106 

5 Monate  deutet deutet 
2 Fétus, 282 = 1,29 294 1,19 240 145 689-10 0.078 


6 Monate 

8  Neugeboren 282 1,04 293 0,94 248 1.35 664-10 0,044 
(gesammelt ) 

4 Neugeborenes 283 0,94 294 0,77 255 1.09 6,54—10] 0,085 


5 = 282 = «0,94 294 = 0,75 258 1,00 6,54—-10 0,085 
6 Saugling, 281 1,09 293 0,94 257 1,14 6,69—10'| 0,049 
1 Monat 
7. Saugling, 282 =§=-0,90 295 = 0,78 252 «1,23 6,50—10 0,082 
3 Monate ; 
8 | Saugling, ange- | 0,72 ange, 0,58 - 0,79 6,32—10| 0,021 
9'/, Monate deutet deutei | 
9 Siugling, 0,31 : (),22 - 0,60 5,91—10 | 0,008 
11/, Jahre 
10 Saugling. - 0,47 0,38 — 6,07—10 | 0.012 
1!, Jahre | 
11 |Erwachsener,  - 058 - 042 = - 1,03 6,18—10 | 0,015 
36 Jahre | 
12 |Erwachsener, 0,30 — 0.19 — 0,56 5,90—10 | 0,008 
72 Jahre 
13 |Krwachsener, — 0,53 — 0,41 — 0,72 613-10 | 0,014 
81 Jahre 
Cm = Maximaler Ergosteringehalt, berechnet aus Ig k bei 283 mu, 


lg cm (vorletzte Spalte) Ig kog3 m 4,40. 


1 Man beachte, daB die Konzentration haufig in Mol pro Liter aus- 
gedriickt und dadurch k etwas anders definiert wird [vgl. (5), (6)]. 
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Der Vergleich der Abbildungen untereinander zeigt, daB der Gehalt der 
Cholesterinfraktion an dem absorbierenden Begleiter mit steigendem Alter 
stark abnimmt, so daB er schlieBlich iiberhaupt nicht mehr mit Sicherheit 
nachweisbar ist. Die quantitative Auswertung der Messungen soll sich 
nur auf den Ergosteringehalt der Sterinfraktion erstrecken. Betrachtet 
man das fiir die Auswertung giinstigste Maximum bei 283 my, so wiirde 
der relative Gehalt der untersuchten Praparate an Ergosterin sich einfach 
als das Verhiltnis des gemessenen Absorptionskoeffizienten k zu dem 
bekannten des reinen Ergosterins (lg & 4,40) ergeben, wenn die ge- 
messene Absorption bei 283 my ausschlieBlich von Ergosterin herriihren 
wiirde. Da dies nicht von vornherein anzunehmen ist, so bedeuten die so 
errechneten Werte fiir den Ergosteringehalt nur eine obere mégliche Grenze. 
Diese ist zundchst in der letzten Spalte der Tabelle 1 fiir die einzelnen 
Kurven berechnet. Die Tabelle I enthalt auBerdem die wichtigsten aus den 
Kurven ablesbaren Einzelheiten. 

Auf Grund des giinstigen Umstandes, daB auch die kleinere Ergosterin- 
bande bei 294 my deutlich zum Vorschein kommt, laBt sich der Ergosterin- 
gehalt noch etwas genauer festlegen. Ware namlich nur das Ergosterin 
fiir die Absorption in dem betrachteten Gebiet verantwortlich, so miiBte 
das Héhenverhaltnis der beiden Banden bei 294 und 283 my (also auch 
die Differenz in lg *) in den gemessenen Kurven den gleichen Wert haben 
wie in der Absorptionskurve des reinen Ergosterins. Da® dies nicht der 
Fall ist, ist aus Abb. 1 sowie aus Tabelle T ersichtlich. Da der Absorptions- 
verlauf des auBer Ergosterin absorbierenden Stoffes oder Stoffgemenges 
nicht bekannt ist, machen wir die rohe Annahme, da® seine Absorption 
bei 283 und 294 my etwa gleich stark ist. Bezeichnet man dann den in 
Tabelle I berechneten Maximalgehalt an Ergosterin mit cm. das gemessene 
Hoéhenverhaltnis der Banden bei 283 und 294 mu mit f’, das entsprechende 
Verhaltnis fiir reines Ergosterin mit fy. so wird nach einer einfachen Rechnung? 
der korrigierte Gehalt an Ergosterin 

p . 1— f’ 
korr. ms... fe 

! Ist die wahre Extinktion des vorhandenen Ergosterins bei 283 my = a, 
die bei 294 my = 6b und die der Verunreinigungen bei beiden Wellen- 
langen = uw, so ist wegen der Additivitaét der Extinktionen die scheinbare 
(gemessene) Extinktion bei 283 mu 


a 
die hei 294 mu : 
b’ b+ u. 
Ferner ist wegen der Proportionalitat der Extinktionen mit der Kon- 
zentration b:a bes 
wie bei reinem Ergosterin. 
Setzt man wie oben b’: a’ a 
so ergibt die Elimination von wu: 
ge” — §’ a b 
a’(1 — f’) a(l — fy) 
tf 
1—fy 
Infolge der Proportionalitaét zwischen Extinktion und Konzentration 
wird also: if 


Cyorr. Cm 1 7 fo 


a a 
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Diese Abschatzung ist in Tabelle 11 durchgefiihrt. Wie aus Abb. 4 
entnommen werden kann, ist bei reinem Ergosterin fiir das Maximum bei 
283 mu lg k = 4,40, fiir das bei 294 mu Ig k 4,14; also lg fg — 9.74 (— 10), 
fo = 0.55, 1 fo = 0,45, Ig 1 fo) = 9,65 (— 10). 

Die Abnahme des relativen Ergosteringehaltes mit dem Alter wird 
durch Anbringen dieser Korrektionen noch verstarkt. 

Natiirlich bedeutet diese Korrektion nur eine Anniherung. Insbesondere 
diirften die Werte bei sehr kleinem Ergosteringehalt noch immer zu hoch 
sein; denn auch ein Gehalt 0 wiirde nach obigen Perechnungen einen end- 
lichen Wert liefern. Andererseits wird die Unsicherheit der Korrektion 
um so gréRer, 1. je mehr das Héhenverhiltnis /’ der beiden Maxima in den 
gemessenen Kurven von dem entsprechenden Verhaltnis /® (= 0,45) bei 


reinem Ergosterin abweicht und sich dem Wert | nahert, da sich dabei 
4 


der Zaihler des Ausdrucks — dem Wert 0 nihert und daher sehr starke 
lo 
prozentische Anderungen erfahrt; 2. je weniger deutlich die beiden Teil- 
banden bei 283 und 294 my in den gemessenen Kurven zum Vorschein 
kommen. 
Wir schatzen die Fehlergrenze der nach Anbringung der Korrekturen 
erhaltenen Werte fiir den Ergosteringehalt in den giinstiqsten Fdllen auf 
20% (Tabelle I], Nr. 3 bis 7), wahrend fiir Nr. 1, 2 und 8 bereits mit 
der doppelten Unsicherheit gerechnet werden muB. Die Werte fiir Nr. 9 
bis 13 schlieBlich sind tiberhaupt nur als obere mégliche Grenze zu_be- 
trachten. 


An Hand der Abb. 2 sei die Auswirkung der angebrachten Kor- 
rektionen noch etwas naher beleuchtet : den Figuren a, 6 und ¢ entspricht 
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oI 750 —>Amu 30 230 20—>AmMu 30 230 250 —>Amu 30 530 
Abb. 2. 
EinfluB der Reinheit auf Héhe und Héhenverhéltnis der Banden 
bei 290 und 280 mu. 
a b ¢e 
Kurve 1, <: Neugeborenes. Kurvye 1, x: Neugeborenes. Kurve 1, : Saugling, 1 Monat 
ae 5 ; ° e 3,4 - a ee s 1 . 
nochmals ver- nochmals ver- umkristallisiert. 
seift und um- seift und um- . 3, +: Séugling, 1 Monat, 


kristallisiert kristallisiert. umkristallisiert 
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je ein und dasselbe Praparat, dessen Absorption vor und nach weiteren 
Reinigungsoperationen gemessen wurde. 


Die Auswertung ist in Tabelle [1] vorgenommen. Sie zeigt fiir die 
Kurven, bei denen die Maxima bei 283 und 294 mu deutlich hervortreten, 
trotz verschiedener Werte fiir cm anni&hernd gleiche Werte fiir cyorr.. und 
zwar unabhangig davon, ob die Reinigung einfach in wiederholtem Um.- 
kristallisieren bestand oder ob auBerdem noch eine Verseifung vorgenommen 
wurde. Die Kurve cl, bei der die beiden Maxima nicht mehr gut zum 
Vorschein kommen, liefert jedoch erwartungsgema&® auch nach Anbringung 


der Korrektion einen um etwa 25% zu hohen Wert 


Tabelle Il]. 


Auswertung von Abb. 2. 





Max. Max. . ~~ - 5 
283 294 » os ’ i) - 
Nr. Alter ma mes Ig yy mi lg RE ee Be!  ¢korr 
Me Sy OL o 
Igk Ig f x = 


t 


9,34 9,69 6,35 0,022 


a, | Neu- 1.96 095 6,66 0046 9.89 0,78 
9.51 9.86 640 0,025 


0. 
a, ‘| geborenes| 0,94 0,77 6,54 0,085 9,83 0,68 0, 
b, | Neu- { 1,10 0,97 6,70 0050 9,87 0,74 0,26 942 9,77 6,47 0,029 
b, | geborenes| 0,94 0,75 6,54 0,035 9,81 0,65 0,35 9.54 9,89 643 0,027 
1,24 1,10 684 0,069 9,86 0,725 0,275 9,44 9,79 6,63 0,048 


c, | Sgling | 112 0.99 6,72 0.058 987 0.74 0.26 942 9.77 6.49 0.081 
ce, | 1 Monat | 19 9.94 669 0049 9'85 0:71 029 9.46 981 650 0.082 


tho tw 


« 


_ no 


~ 


1 | Saugling 


Erklarung siehe bei Tabelle 11. 


\. Identifizierungsversuche, 

Da aus dem Absorptionsspektrum allein nie mit voller Sicherheit 
auf die Identitaét eines gefundenen Stoffes mit einem bekannten ge- 
schlossen werden kann, so waren einige Versuche zur Identifizierung mit 
Ergosterin sehr erwiinscht. An eine Isolierung war wegen der kleinen 
Mengen nicht zu denken. Es gibt aber einige indirekte Méglichkeiten, 
um die Identitét mit Ergosterin wahrscheinlicher zu machen: 

1. Die Substanz mu mit Digitonin faillbar sein; also muB nach 
Digitoninfallung die selektive Absorption bei 280 bis 290 my _ ver- 
schwunden sein. 

2. Die Praparate miissen durch Ultraviolettbestrahlung anti- 
rachitisch aktivierbar sein. 

3. Bei Ultraviolettbestrahlung mub sich das Absorptionsspektrum 
in charakteristischer Weise verandern. 


Zur Priifung der Digitoninfaillbarkeit wurde folgendermaBen 
verfahren: eine gewogene Menge eines Praparates, dessen Absorptions- 
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kurve vorher aufgenommen war (Abb. 3 Kurve 1), wurde in Alkohol- 
lésung mit tiberschiissigem reinem Digitonin (Merck) gefallt und hierauf 
zur Ausfallung der Hauptmenge des Digitoniniiberschusses mit Ather 
versetzt. Das noch digitoninhaltige Filtrat wurde im Vakuum einge- 
dampft und der Riickstand mit absolutem Ather ausgekocht. Der 
Riickstand dieser Lésung wurde in einer gemessenen Menge Alkohol 
aufgenommen und nun die Absorptionsaufnahme wiederholt (Kurve 2). 
In genau der gleichen Weise wurde ein Parallelversuch mit Digitonin 
allein ohne Cholesterinpraparat vorgenommen (Kurve 3). 
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Abb. 3. 
Zur Digitoninfallba...... der selektiv absorbierenden Substanz 
Kurve 1, <: Neugeborenes. 
& €)2 “ nach Digitoninfallung 
3, : Digitoninleerversuch. 


Trotz des miBlichen Umstandes, daB sich notwendigerweise im 
Laufe des Versuchs alle atherléslichen Verunreinigungen aus allen 
Reagenzien und GefaiBen anhaufen und die Absorption erhdéhen, 
was auch in Kurve 3 deutlich zum Ausdruck kommt, so laBt doch Kurve 2 
auf das Fehlea nennenswerter Mengen desjenigen Stoffes schlieBen, 
der die selektive Absorption in Kurve 1 bedingte. Er muB also durch 
Digitonin mit dem Cholesterin ausgefallt worden sein. 

Es ist uns nicht gelungen, die st6érenden Verunreinigungen besser 
auszuschalten, obwohl die Lésungsmittel (p. A.) durch nochmalige 
Destillation und das Digitonin durch wiederholtes Umfallen mit Ather aus 
Alkohol besonders gereinigt wurden. Auch der umgekehrte Weg, 
nimlich die Zerlegung des Digitoninniederschlages und darauffolgende 
spektrographische Priifung des abgespaltenen Sterins, fiihrte nicht zum 
Ziel, da hier Verunreinigungen und wahrscheinlich auch Zersetzungs- 
produkte noch mehr stérten und eine weitere Reinigung des abge- 
spaltenen Sterins wegen der geringen zur Verfiigung stehenden Menge 
nicht méglich war. 
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Die Priifung auf antirachitische Aktivierbarkeit hat freundlicherweise 
Herr Prof. J.C. Drumond, London, tibernommen. Die Versuche sind 
jedoch noch nicht beendet. 

Was schlieBlich die Anderung des Absorptionsspektrums bei der 
Ultraviolettbestrahlung betrifft, so erfolgt sie vollstandig in dem Sinne, 
wie es bei Anwesenheit von Ergosterin zu erwarten ist. Da die Ver- 
anderungen des Ergosterins durch Ultraviolettbestrahlung weitgehendst 
von den einzelnen Versuchsbedingungen [z. B. Art der Lichtquelle, 
ob fest oder in Lésung, Konzentration der Lésung, Riihrung der 
Fliissigkeit waihrend der Bestrahlung usw. (7)] abhangt, so wurden die 
Versuche in der Form durchgefiihrt, da unter vollstaindig gleichen 
Bedingungen einerseits reines Ergosterin, andererseits Gehirncholesterin 
mit méglichst hohem Ergosteringehalt (im Sinne von Absatz 4) bestrahlt 
wurde, wahrend vor und nach der Bestrahlung die Absorption gemessen 
wurde. 

Wie die Vorversuche ergaben, eignete sich am besten eine Be- 
strahlung von etwa vier Stunden Dauer mit der Quecksilber- Quarzlampe 
(Analysenlampe der Quarzlampen-Gesellschaft Hanau), wobei eine 
Lésung in Alkohol, die etwa 1,5°,, Cholesterin bzw. etwa 0,001L°,, 
Ergosterin enthielt, in einer Schichtdicke von 5 cm in der naimlichen, 
mit Quarzdeckeln verschlossenen Kiivette bestrahlt wurde, in der auch 
vor- und nachher die Absorptionsmessungen vorgenommen wurden. 
Solche Lésungen absorbieren bei der genannten Schichtdicke zu 
Beginn der Bestrahlung das Licht von 280 my bis auf 5 bis 10°.,, wodurch 
ahnliche Anfangsbedingungen fiir die Bestrahlung gegeben waren. 
Dadurch, da die Aufnahmen vorher, die Bestrahlung und die Auf- 
nahmen nachher unmittelbar nacheinander und ohne Umfiillen in der 
geschlossenen Kiivette vorgenommen wurden, war der AusschluB von 
Sauerstoff am besten gewahrleistet, die Temperatur der Lésung stieg 
waihrend der Bestrahlung nur auf schaitzungsweise 30° C. Die An- 
derungen des Absorptionsspektrums bei der Bestrahlung sind in den 
Abb. 4a bis d dargestellt. 

Abb. 4a zeigt fiir reines Ergosterin in Ubereinstimmung mit 
der Literatur (8), wie bei der Bestrahlung die Bande bei 270 bis 290 mu 
nach und nach abgebaut wird und dafiir eine kiirzerwellige Bande bei 
etwa 240 my auftritt!. Qualitativ die gleiche Anderung im Absorptions- 


1 Im Verlauf der Vorversuche konnte be: Bestrahlung mit einer Magne- 
siumfunkenstrecke, die sich jedoch unter den gegebenen Umstaénden als zu 
lichtschwach fiir die Durchfithrung der Versuche erwiesen hat, auch das 
erste Stadium der Veranderung des Ergosterins gefaBt werden, das, wie 
z. B. von Webster u. Bourdillon (9) und von Reerink u. van Wijk (7) be- 
schrieben wurde, in einer Erhéhung der urspriinglichen Ergosterinbande 
besteht. 
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spektrum, namlich Abnahme im langerwelligen Teil, Zunahme im 
kiirzerwelligen Teil, ist aus Abb. 4b fiir ein Gehirncholesterin aus 
Neugeborenengehirn ersichtlich. Die den Abb. 4¢ und d entsprechenden 
Sterinfraktionen aus einem Neugeborenen- und aus einem einmonatigen 
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Abb. 4. 
Verainderang des Absorptionsspektrums der Gehirnsterine durch Bestrahlung. 
a b 
Kurve 1, : Ergosterin Kurve 1, <: Neugeborenes. 
” . ° 
sO: - ; mie . 
2Std. bestrahlt. 2 Std. bestrahlt. 
. 3, +: Ergosterin, . 3, +: Neugeborenes, 
4Std. bestrahlt. 4 Std. bestrahlt. 
c d 
Kurve 1, x: Neugeborenes Kurve 1, : Siugling, 1 Monat. 
&. ©; 2, : = 


4Std. bestrahlt. 4 Std. bestrahlt. 


Sauglingsgehirn wurden unter den gleichen Bedingungen, aber mit 
groBerer Intensitat bestrahlt und liefern eine einwandfreie Bestatigung 
der Abb. 4b. Die Ergebnisse dieser Bestrahlungsversuche, die im 
Grunde nichts anderes darstellen als die Anwendung der von Windaus 
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und Pohl bei der Suche nach dem antirachitischen Provitamin ange- 
wandten Methode auf das Cholesterin aus menschlichen Gehirnen, 
sprechen alle stark fiir die Annahme, da der selektiv absorbierende 
Begleiter des Gehirncholesterins mit Ergosterin identisch ist. 


Vi. Uber den absoluten Ergosteringehalt des mensehlichen Gehirns im Laufe 
seiner Entwicklung, 

Wir wollen zum SchluB noch versuchen, festzustellen, wie sich die 
Abnahme des relativen Ergosteringehalts im Gehirncholesterin auf den 
Absolutgehalt des Gehirns an Ergosterin auswirkt, wobei einerseits die 
starke Anderung des prozentischen Cholesteringehalts des Gehirns in 
den ersten Lebensjahren, andererseits das wachsende Gesamtgewicht 
des Gehirns in Betracht gezogen werden mubBb. Die Gewichte der 
Gehirne waren von vornherein bekannt. Die Werte fiir den jeweiligen 
Cholesteringehalt der Gehirne wurden einfach den Ausbeuten an 
Rohcholesterin entnommen, was fiir vorliegende Abschatzung ausreicht. 
Sie stehen auch wesentlich mit den nach der Digitoninmethode erhaltenen 
Analysenergebnissen von Hentschel iiberein, iiber die auf dem 2. Inter- 
nationalen KongreB fiir Kinderheilkunde, Stockholm, August 1930, 
vorgetragen wurde}. 


Vabelle IV. 


Absoluter Ergosteringehalt des Gehirns mit steigendem Alter. 





Ergosterin 


Gehirn- . Cholesterin irgosterin 

Nr. Alter pee Cholesterin - Sakae Cholesterin ee Gekire 
K ° & " mg 
1 Fétus, 5 Monate 62 OD 03 0.065 019 
2 Fétus, 6 ie 155 O5 08 0,036 0,29 
3 Neugeburten 340 0.7 2.4 0,020 0,48 

(gesammelt) 

4 Neugeburt 310 OS 2,5 0,027 0,68 
5 . 455 0.6 2.6 0,024 0,62 
6 Saugling, 1 Monat 490 07 3,4 0,082 1,09 
7 3 Monate 450 0.9 4.0 0.023 0,92 
s gi ——_ 470 1.1 5.0 0.018 0.65 
9 . 14/, Jahre 745 1,3 10 0.0035 0,35 
10 i Vie. « 880 i2 10 0,0050 0,50 
11 Erwachsener, 36, 1125 1,9 22 0.011 (2,4) 
12 ‘s -. 1390 1.Y 25 0.0039 (1,0) 
lé a . 1309 1.9 25 0.0073 (1,8) 


1 Herr Dr. H. Hentschel ¢ stelite uns liebenswiirdigerweise das Manu 
skript seines Vortrages zur Verfiigung. Aus der Langsamkeit der Anderung 
der Bande folgt ohne weiteres, dafi eine etwaige Veriinderung des Spektrums 
wahrend der Aufnahme der Kurven weit innerhalb der Fehlergrenzen 
liegen miiBte (kurze Belichtungszeit, geringere Intensitét und gréBerer 
Abstand der Lichtquelle, sowie zwischengeschaltete Mattscheibe). 
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Wie aus Tabelle LV ersichtlich, nimmt die absolute im Gehirn 
vorhandene Ergosterinmenge zunachst mit dem Alter zu. Aber bereits 
bei einem Alter von weniger als einem Jahr zeigt sich eine Abnahme 
trotz der starken Zunahme des absoluten Cholesteringehalts. Bei den 
Sauglingen von 1!., Jahren und den Erwachsenen ist der Prozentgehalt 
des Cholesterins an Ergosterin so gering und, wie oben mitgeteilt, 
wahrscheinlich noch zu hoch angegeben —-, dab iiberhaupt der Ergo- 
steringehalt in Frage gestellt wird. Insbesondere sind die groben Zahlen 
fiir die Ergosterinmenge im Erwachsenengehirn (in der Tabelle IV ein- 
geklammert) belanglos, da fiir so geringe Prozentgehalte die Absorptions- 
kurven nichts mehr aussagen. 

Uber die physiologische Bedeutung dieser Befunde laBt sich noch 
kaum etwas sagen. Es ist geplant, die Untersuchungen in analoger 
Weise auch auf andere, insbesondere cholesterinreiche Organe zu 
iibertragen, um zu sehen, ob es sich tiberhaupt um eine Speicherung von 
Ergosterin handeln kann und ob gegebenenfalls bestimmte Speicher- 
organe existieren. 

VII. Zusammenfassung. 

1. Es wurden die Absorptionsspektren der gereinigten Sterinfraktion 
aus Féten-, Neugeborenen-, Sauglings- und Erwachsenengehirnen 
aufgenommen und eingehend diskutiert. 

2. Bei Féten, Neugeborenen und jungen Séuglingen treten in den 
Gehirnsterinen Absorptionsmaxima bei 294, 283 und etwa 250 my auf. 

3. Die Maxima bei 294 und 283 my gehéren dem Ergosterin an, 
dessen Gehalt im Cholesterin von etwa 0,05", (bei Féten) bis weniger 
als 0,01°,, abnimmt. Dies ist bereits bei 1'.jahrigen Sauglingen er- 
reicht. 

4. Der Trager der breiten Absorptionsbande bei 250 my ist noch 
vollig ungeklart. 

5. Durch den Nachweis der Digitoninfallbarkeit und durch die 
Priifung der Verainderungen des Absorptionsspektrums bei der Ultra- 
violettbestrahlung wurden wesentliche Stiitzen fiir die Annahme der 
Identitat des selektiv absorbierenden Cholesterinbegleiters mit Ergo- 
sterin gebracht. 

6. Die Absolutmenge des im Gehirn vorhandenen Ergosterins 
erreicht mit etwa 1 mg bei weniger als einjaéhrigen Sauglingen ihr 
Maximum und nimmt dann betrachtlich ab. 


Die Untersuchung wurde erméglicht durch die liebenswiirdige Uber- 
lassung reichlichen und wertvollsten Organmaterials, wofiir wir den In- 
stitutsvorstanden, Herrn Obermedizinalrat ‘Prof. Dr. Merkel (Gerichtlich- 
Medizinisches Institut), Herrn Prof. Dr. Albrecht (Rotes Kreuz), Herrn 
Prof. Dr. Oberndorfer und Herrn Privatdozent Dr. Singer (Pathologisches 
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Institut des Krankenhauses Miinchen-Schwabing) auch an dieser Stelle 
den besten Dank aussprechen méchten. Der Eli Lilly & Co., Indianapolis, 
U.S. A., sei fiir die dem einen von uns (Menschick) gewihrte Fellowship 
bestens gedankt, auf Grund deren die Untersuchungen ausgefiihrt wurden. 
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Uber die Einwirkung der physikalischen Faktoren 
auf die Katalase des Blutes. 


lI. Mitteilung: 


Die Einwirkung einiger physiko-therapeutischer Prozeduren auf die Katalase 
des Blutes. 


Von 
A. I. Alexeeff und K. I. Rpssinowa. 


(Aus dem biochemischen Institut der medizinischen Fakultat der 
Staatsuniversitit zu Perm.) 


(Eingeqgangen am 15. Dezember 1930.) 


Unsere vergleichenden Untersuchungen tiber die Katalase des 
Blutes (1, 2), die wir unter den Bedingungen des Bergklimas von 
Mittelasien ausgefiihrt haben, und auch die Arbeiten tiber die Wirkungs- 
intensitét dieses Fermentes unter dem EinfluB8 der physikalischen 
Faktoren (3) haben gezeigt, daB die katalatische Kraft des Blutes des 
Menschen in bedeutendem MaBe von der Anderung der meteorologischen 
Bedingungen des umgebenden Milieus abhangig ist. 

Bei gleichbleibenden Bedingungen der Einwitkung der physi- 
kalischen Faktoren auf den Menschen bleibt auch der Blutkatalasegehalt 
(B. K. G.) langere Zeit ziemlich bestandig, und umgekehrt, eine Anderung 
dieser Bedingungen (Temperatur, Windstarke u. a.) iibt eine bedeutende 
Wirkung auf die Intensitét der Katalase aus. 

Eine weitere Untersuchung dieser Frage wurde von uns in den 
Kurorten vom Ural, Nischnie Sergi und Kurja, an kranken und gesunden 
Menschen, die verschiedene physiko-therapeutische Heilprozeduren 
bekamen, durchgefiihrt. Dabei wurden auch gleichzeitig die Anderungen 
der Bedingungen der Wirkung von physikalischen Faktoren in Betracht 
gezogen. Die Beobachtungen wurden ausschlieBlich an Mannern im 
Alter von 25 bis 35 Jahren vor und nach einer entsprechenden 
Prozedur gemacht. Der Blutkatalasegehalt wurde mittels unserer 
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Methode (4) bestimmt, dabei wurde statt Wasser Athylalkohol in einer 
sehr starken Verdiinnung (1: 5000) angewandt, pa ungefaihr 7,1. Die 
Versuchstemperatur war 20 bis 21°. Bei jedem Versuch wurden zwei 
Bestimmungen ausgefiihrt und von diesen beiden Zahlen der Mittelwert 
genommen. Die Zahl der Erythrocyten wurde mit einer Zihlkamera 
nach Biirker bestimmt. Der Hb-Index wurde mittels des Himometers 
nach Migos festgestellt und dann in den Sahliwert umgerechnet. Die 
meteorologischen Apparate waren in dem Observatorium der Provinz 
Ural geprift. 


Vorliutig wurden drei Serien Orientierungsversuche angestellt 


Serie 1 
wurde ausgefiihrt, um die GréBe der Schwankungen vom B. kK. G.. ab- 
gesehen von der Einwirkung der physiko-the:apeutischen Prozeduren, 
festzustellen (Tabellen J, Il, I11). Die Blutproben wurden von jedem 
Untersuchten nach den verschiedenen Zwischenzeiten von 2 bis 40 Minuten 
genommen. 

Die Zahlen dieser Serie zeigen, da die katalatische Kraft des 
Blutes bei gleichen Einwirkungsbedingungen der physikalischen Fak- 
toren wihrend der bezeichneten Versuchsdauer verhaltnismaBig be- 
stindig bleibt. 

Serie 2 
wurde angestellt, um die Wirkung der Nahrungsaufnahme auf die Kata- 


lase festzustellen. Diesem Ziele entsprechend, wurde die Untersuchung vor 
und 1 bis 2 Stunden nach dem Mittagessen ausgefiihrt (Tabelle TV). 


Die Resultate dieser Serie haben den SchluB unserer friiheren 
Beobachtungen (1) bestatigt, daB nimlich die Aufnahme von Nahrung 
keine merklichen Schwankungen vom B. K. G. hervorruft, weil der 
Grad der Abweichung nahe der Fehlergrenze der Methode ist. 


Serie 3 


wurde ausgefiihrt, um den EinfluB der Muskelarbeit auf die Wirkungs- 
stiirke der Blutkatalase zu ermitteln. Die Versuche sind vor wie auch 
nach dem 45 bis 60 Minuten dauernden Waley-Boll-Spiel ausgefiihrt. Aus 
den Zahlen der Tabelle V sieht man, daB8 in den Fiillen, in denen die Tem- 
peratur der Luft wahrend des Versuchs keine groBe Schwankungen auf- 
weist, sich auch der B. K. G. unbedeutend geandert hat. Bei einer scharfen 
Temperaturerhéhung haben wir eine bedeutende Abnahme der katalatischen 
Kraft wahrgenommen sowohl bei der Muskelarbeit als auch bei den Kontroll- 
versuchen an den Untersuchten, die, ohne am Spiel teilzunehmen, einer 
gleichartigen Wirkung der physikalischen Faktoren unterworfen wurden. 
Es folgt daraus, daB man annehmen muf, daB die Muskelarbeit bei ein 
stiindigem Waley-Boll-Spiel keine merkliche Einwirkung auf die Katalase 
des Blutes ausiibt. Andere. sehr viel schwerere Sportiibungen, wurden in 
dem Kurort nicht durchgetiihrt (Tabelle V). 
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I. Untersuchung der Einwirkung von Wannenbiadern auf die Kata- 
lase des Blutes. 

a) Wirkung von Wannenbadern von hokhen Temperaturen. Die Versuche 
sind im Kurort Nischnie-Sergi an 85 kranken und gesunden Mannern im Alter 
von 25 bis 35 Jahren ausgefiihrt. Die Untersuchung wurde auf niichternen 
Magen vor und 30 Minuten nach dem Bade ausgefiihrt (Tabelle VI). 

Die bedeutende Abnahme der katalatischen Kraft des Blutes, 
die wir bei simtlichen Versuchen beobachtet haben, muB durch die 
Einwirkung der hohen Temperatur, nicht aber durch die Einwirkung des 
Salzgehaltes des Wassers erklirt werden, da die Wannenbader mit einer 
indifferenten Temperatur von derselben Quelle keine merklichen 
Ablenkungen vom B.K. G. ergeben, wahrend die Wannenbader mit 
hohen Temperaturen aus Aquae fontanae eine Abnahme der kata- 
latischen Kraft bewirken. Die beobachtete Abnahme vom B. K. G. ist 
voriibergehend, da in 1!., bis 2'., Stunden nach der Prozedur, je nach dem 
Charakter der Anderungen der physikalischen Faktoren des Milieus, wir 
wieder die Ausgangszahl vom B. K. G. finden. 

b) Wirkung der Wannenbader mit indifferenten Temperaturen. Samt 
liche Untersuchungen wurden in dem Kurort Kurja an gesunden und 
kranken Menschen hauptsiéchlich mit der Diagnose Neurasthenia und 
Aniimia ausgefiihrt (Tabelle VII). 

Auf Grund der angegebenen Zahlen muB man annehmen, dab die 
Wannenbader mit indifferenten Temperaturen im Vergleich zu den 
Wannenbidern mit hohen Temperaturen keine Wirkung auf die 
Katalase des Blutes ausiiben. 

Il. Untersuchung der Wirkung von Badern nach Dr. Scharko. Das 
Bad nach Dr. Scharko wurde in saémtlichen Versuchen bei einer Tem- 
peratur von etwa 22°, bei 2,5 Atm. Druck und bei einer Dauer von 25 bis 
30 Sekunden angewandt. Am SchluB der Prozedur wurde in allen Fallen 
eine Reaktion der Haut beobachtet. 

In einer Serie wurden die Proben direkt nach der Vornahme der Prozedur 
genommen, in einer anderen aber nach 30 Minuten Ruhe nach der Wirkung 
des Bades nach Dr. Scharko (Tabelle V 111). : 

Wie aus den Zahlen dieser Tabelle zu ersehen ist, wird eine, be- 
deutende Verminderung des B. K. G. nur nach einer 30 Minuten langen 
Ruhepause nach der Prozedur beobachtet, im Vergleich mit den Ver- 
suchen, die anmittelbar nach dem Bade ausgefiihrt wurden, bei denen 
die Abnahmen des B. K. G. nahe der Fehlergrenze der Methode waren. 

Iii. Die Untersuchung der Einwirkung eines elektrischen Warmbades 
(Tabelle IX). 

Die beigebrachten Befunde bestatigen die Bedeutung des Tempe- 
raturfaktors fiir die Katalase des Blutes: mit einer Erhéhung der 
Temperatur des Wannenbades beobachteten wir immer eine bedeutende 
Abnahme des B. K. G. 


IV. Untersuchung der Einwirkung der Luftbader (Tabelle X). 
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Kinwirkung der physikalischen Faktoren auf die Blutkatalase. I]. 471 


Auf Grund unserer Beobachtungen kommen wir zu folgenden 
Schliissen : 

1. Bei gleichen Bedingungen der Einwirkung der physikalischen 
Faktoren besitzt die Blutkatalase des Menschen eine ziemliche Konstanz. 

2. Die Temperatur des umgebenden Milieus hat einen bedeutenden 
EinfluB auf die katalatische Kraft des Blutes. Deswegen ist es nétig, 
diesen Faktor in Betracht zu ziehen sowohl bei der Bestimmung des 
B. K. G. als auch des Katalaseindexes. 

3. Elektrische warme Bader vermindern die Wirkung der Blut- 
katalase, und zwar um so mehr, je héher die Temperatur des Bades ist. 

4. Wasserbider von hohen Temperaturen vermindern stark die 
katalatische Kraft des Blutes. Gewéhnliche und Kohlensaiurebader von 
indifferenten Temperaturen sind ohne EinfluB8 auf die Blutkatalase. 

5. Bader nach Dr. Scharko bei einem Druck von 2,5 Atmospharen 
vermindern die katalatische Kraft des Blutes bedeutend. Diese Wirkung 
auBert sich erst 30 Minuten nach SchluB des Bades. 

6. Luftbader rufen keine merklichen Anderungen des B. K. G. 
hervor. 

7. Aufnahme von Nahrung und Muskelarbeit bei einem leichten 
Sporttypus (Waley-Boll) iiben keinen merklichen EinfluB auf die 
Katalase des Blutes aus. 


Literatur. 
1) A. J. Alexeeff, diese Zeitschr. 1738, 433, 1926. 2) Derselbe, eben- 
daselbst IS7, 92, 1927. 3) Derselbe, ebendaselbst 216, 301, 1929. — 


4) A.J. Alexeeff, K. I. Russinowa u. A. N. Jaroslawzew, ebendaselbst 214, 
310, 1929. 
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Zur Kenntnis der Unterfraktionen der Globuline 
und Albumine im Serum. 


Ill. Mitteilung: 
Die elementare Zusammensetzung, die Verteilung des Amid-N, Humin-N, 
Diamino-N, Mono- und Nichtamino-N, des Tryptophans und der Kohlen- 
hydrate auf die einzelnen Unterfraktionen des Rinderserums. 


Von 


B. Lustig und P. Haas. 


(Aus dem pathologisch-chemischen Laboratorium der Rudolfstiftung. 
Wien III.) 


(Eingegangen am 18. Dezember 1930.) 


In den vorhergehenden Arbeiten! konnten wir zeigen, daB die 
einzelnen Unterfraktionen des Eu- und Pseudoglobulins (wie sie zuerst 
von Freund und Joachim? dargestellt wurden) und des Albumins groBe 
Unterschiede beziiglich ihrer physikalischen, biologischen und chemi- 
schen Eigenschaften aufweisen. Es schien uns wiinschenswert, diesen 
Nachweis der Vielfaltigkeit der Unterfraktionen des Serums auch 
beziiglich ihrer chemischen Zusammensetzung zu erbringen. Die 
bisherigen Ergebnisse sind: Unterschiede im Stickstoffgehalt, der 
Menge der COOH- und NH,-Gruppen, des COOH- und NH,-Index, 
der spezifischen Verteilung der einzelnen Lipoidbestandteile, des 
Prazipitinogens, der Normalagglutinine, sowie eine Reihe physikalisch- 
chemischer Differenzen zwischen den einzelnen Unterfraktionen. 
Die Darstellung der einzelnen Fraktionen erfolgte in der Weise, dab 
Rinderserum nach Verdiinnung mit dem gleichen Volumen physiolo- 
gischer Kochsalzlésung zuerst mit gesattigter neutraler Ammonsulfat- 
lésung hintereinander auf 33°. 50°,, 66°., 75°, einer gesattigten 
Ammonsulfatlésung gebracht wurde, dann mit festem Ammonsulfat ganz 
gesaéttigt wurde. Die Globulinfraktionen (zu 33 und 50°, gesattigte 


' Diese Zeitschr. 225, 247, 1930: 281, 39, 1931. 
2 Zeitschr. f. phys. Chem. 36, 409, 1902. 
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Ammonsulfatlésung) wurden nach der Dialyse auf Grund ihrer Léslich- 
keit hintereinander in einen wasserléslichen, 0,85 °,, kochsalzléslichen, 
0,25°,, sodaléslichen und 0,1°, natronlaugeléslichen Teil getrennt; 
sie werden in den folgenden Untersuchungen nach ihrer Léslichkeit als 
wasser-, kochsalz-, soda- und natronlaugelésliches Eu- oder Pseudo- 
globulin bezeichnet. Die Darstellung der wasser-, kochsalz- und soda- 
léslichen Globuline erfolgte nach Freund-Joachim'!. Bei den Albuminen 
fand eine weitere Trennung nicht statt. Sie werden in der Reihenfolge 
der Ausfaillung als Albumin I (50 bis 66°), Albumin II (66 bis 75°.) 
und Albumin III (75 bis 100°, gesattigte Ammonsulfatlésung) be- 
zeichnet. Die Darstellung erfolgte unter weitgehendster Schonung der 
biologischen Eigenschaften der Eiwei®kérper zwecks Vermeidung einer 
Denaturierung. Sowohl die einzelnen Haupt- als auch die Unter- 
fraktionen wurden, um ein MitreiBen der EiweiBkérper der benachbarten 
Gruppen zu verhindern, mehrmals umgefallt. Beziglich der genaueren 
Daten der Darstellung sowie der Menge der einzelnen Unterfraktionen 
verweisen wir auf unsere erste Mitteilung. Fiir die nun folgenden 
Untersuchungen der Eiwei®kérper wurden diese mit dem vierfachen 
Volumen Aceton oder Alkohol gefallt, mit dem Fallungsmittel nach- 
gewaschen, dann acht Stunden im Soxhlet mit Ather extrahiert, um die 
Lipoide zu entfernen. Nach der Extraktion und dem Trocknen iiber 
Schwefelsaure imVakuum wurden die Eiwei®kérper ganz fein pulverisiert 
und iiber Schwefelsaéure im Exsikkator aufgehoben, da diese, wie schon 
in der ersten Mitteilung kurz erwahnt wurde, sehr hygroskopisch sind. 
DaB diese Eigenschaft nicht durch die Art der Entfernung der Lipoide 
bedingt ist, ergibt sich daraus, daB Eiwei®kérper, im Vakuum unter 
40° konzentriert, dann tiber Schwefelséure im Vakuum bei Zimmer- 
temperatur getrocknet, die gleiche Eigenschaft im gleichen MaBe zeigen. 
Da wir zuerst an die Méglichkeit eines konstanten Wassergehalts der 
einzelnen Fraktionen dachten, wurden je mehrere Portionen der gleichen 
Unterfraktion in Wageglaischen abwechselnd an der Luft offen stehen 
gelassen oder im Schwefelsaureexsikkator im Vakuum bis zur Gewichts- 
konstanz getrocknet und gewogen. Es konnten Gewichtszunahmen bis 
zu 14°., beobachtet werden, doch war ihre Konstanz von dem Feuchtig- 
keitsgehalt der Luft abhangig und fiir die einzelnen Unterfraktionen 
nicht charakteristisch. An trockenen Tagen wurde eine Verringerung, 
an feuchten eine Zunahme des Gewichts beobachtet. Um zu zeigen, 
innerhalb welcher Grenzen diese Gewichtszunahmen an der Luft erfolgen, 
bringen wir in der Tabelle I die Gewichtszu- und -abnahmen (in Prozent) 
der einzelnen EiweiBkérper wahrend einer Versuchszeit von sechs 
Wochen. Nach Beendigung der Versuchsreihe wurde nach 48stiindiger 


1 Zeitschr. f. phys. Chem. 36, 409, 1902. 


31* 














474 B. Lustig u. P. Haas: 


Aufbewahrung im Vakuumexsikkator iiber Schwefelsiure das ur- 
spriingliche Gewicht wiedergefunden. 

Das Auffalligste war, daB das auBere Aussehen der EiweiBkérper 
unverandert das eines staubtrockenen Pulvers bot. Die Nichtberiick- 
sichtigung dieser starken Wasseranziehungskraft mag eine teilweise 
Erklarung fiir die abweichenden Werte verschiedener Autoren bei der 
Untersuchung der EiweiBkérper bieten. Alle unsere Zahlen beziehen 
sich auf im Vakuum zur Konstanz getrocknete Eiwei®kérper. 


Tabelle 1. 


Wasseranziehungskraft der EiweiBkérper. 





Eiweibkérper Gewichtszunahme 


in °%'5 

Euglobulin, wasserléslich. . . ..... 8,8—12,3 
= kochsalzléslich . . 2... 9,6—13,0 

. ae 8,3—10.0 

i NaQOH-lislich . 2... ... 8,3—12.8 
Pseudoglobulin, wasserlislich . . . . . . $,8—11,0 
i. kochsalzloslich . . . . . 8,1—12,5 

‘ sodaloslich. . ..... 6.8— 9.5 
TE oe Sn cE See oe Bs 10,5—14,9 
a es See Be oe « Bete 9,5—12.5 
era Wate OAS Mok ea Aare ae a §,0—12.8 


Elementare Zusammensetzung und der Methoxyl-Methylimidgehalt der 
EiweiBunterfraktionen. 


Wir gingen zuerst an die Untersuchung der elementaren Zusammen- 
setzung der EiweiBunterfraktionen. Bestimmt wurden der Kohlen- 
stoff-, Wasserstoff-, Asche-, Phosphor-, Schwefel-, Methoxyl- und 
der Methylimidgehalt der EiweiBkérper. Die Bestimmungen des 
Stickstoffgehalts der EiweiBkérper mit Ausnahme des natronlauge- 
léslichen Pseudoglobulins sind in der ersten Mitteilung ausfihrlich 
wiedergegeben. Der Stickstoffgehalt des natronlaugeléslichen Pseudo- 
globulins betragt 6,52 °, N. 

Die Bestimmungen des Kohlenstoff- und Wasserstoffgehaltes der 


EiweiBikérper des Serums sind mehrfach durchgefiihrt worden, doch wurden 
sie mit Ausnahme von Hammarstens! Analysen des mit Essigsiure aus dem 


! Pfliigers Arch. 22, 1, 1880. 
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Pferdeserum fallbaren Globulins, und der von Markus! beim wasserléslichen 
Gesamtglobulin nur bei den Gesamtfraktionen der mit Ammonsulfat fall- 
baren Globuline, bei den Albuminen nur bei dem kristallisierbaren Albumin 
durchgefiihrt. Porges und Spiro? fiihrten Bestimmungen des Kohlenstoff- 
und Wasserstoffgehaltes von Globulinen aus, die durch 33 bis 37%, 37 bis 
44% und 44 bis 50°, einer gesa&ttigten Ammonsulfatlésung fallbar sind. 
Kimura* von Globulinen, die durch 30 bis 36%, 37 bis 43%, und 44 bis 50 % 
einer gesattigten Ammonsulfatlésung fallbar sind. Die von ihnen ge- 
fundenen Werte, besonders die von Porges und Spiro, zeigen untereinander 
groBe Differenzen in ihrem Kohlenstoff- (bis zu 5°.) und Wasserstoffgehalt 
(bis 1,4°,); gegeniiber den von Hammarsten und Markus gefundenen Werten 
zeigen sie einen erniedrigten Kohlenstoff- und erhéhten Wasserstoffgehalt, 
und zwar ist der Wasserstoffgehalt um so héher, je niedriger der Kohlen- 
stoffgehalt ist, was wohl auf die schon friiher erwahnte starke Wasser- 
anziehungskraft der getrockneten EiweiBkérper zu beziehen ist. Unsere 
Bestimmungen wurden mikroanalytisch nach Pregl durchgefiilrt. 


Die in der Literatur fiir die Gesamtfraktionen angegehenen Schwefel- 
werte schwanken je nach der Art der Darstellung der KiweiSkérper (Essig- 
siure, Ammonsulfat, Magnesiumsulfat) und der Methodik der Bestimmung 
(Verbrennung, Soda-Salpeterschmelze, kolorimetrische Methoden). Nach 
Forschungen von Aszdédi* zeigen die Globuline verschiedener Tierarten 
verschiedenen Schwefelgehalt. Fiir die mit Ammonsulfat fallbaren Globuline 
fand Schulz® 1.38% 8S. Die Albumine zeigen gegeniiber den Globulinen 
einen héheren Schwefelgehalt. Unsere Bestimmungen erfolgten nach 
Eigenberger-Pregl® durch Verbrennung und Wagung des Schwefels als 
Bariumsulfat, da die kolorimetrischen Methoden viel zu groBe Fehler- 
quellen aufweisen. 


Der Phosphorgehalt der Globuline wird bei dem wasserléslichen Anteil 
immer viel niedriger gefunden als beim wasserunléslichen. Bei den lipoid- 
freien EiweiBkérpern schwanken die Angaben zwischen 0,03 und 0.20%, P. 
Dieser geringe Gehalt hat sogar manche Autoren dazu veranlaBt, das Vor- 
handensein von Phosphor im Eiwei8 zu leugnen, sie fiihren diesen geringen 
Gehalt auf lipoide Beimengungen zuriick. Die ausfiihrlichsten Unter- 
suchungen in den letzten Jahren stammen von Sérensen’, der zeigte. daB 
beim Pferdeserumglobulin, zwischen 32 bis 35 und 36 bis 44%, gesattigter 
Ammonsulfatlésung, nach der Dialyse die wasserunléslichen Bestandteile 
einen viel héheren Gehalt an Phosphor besaBen als die wasserléslichen, 
wobei der Lipoidphosphor mitbestimmt wurde. Auf Grund 4hnlicher 
Untersuchungen beim Gesamtglobulin nahm M. Chick® schon friiher einen 
Zusammenhang zwischen der Léslichkeit der Globuline und den Lipoiden 
an. Spatere Untersuchungen von Sérensen? ergaben, daB keinerlei Zu- 
sammenhang zwischen Lipoidphosphorgehalt und Léslichkeit besteht, da 


Zeitschr. f. phys. Chem. 28, 559, 1899. 

Hofmeisters Beitr. 2, 277, 1902. 

Zeitschr. f. Immunitatsf. 56, 330, 1928. 

Diese Zeitschr. 212, 102, 1929. 

Zeitschr. f. phys. Chem. 25, 16, 1898. 

Zeitschr. f. analyt. Chem. 68, 220, 1920. 

Zitiert nach M. Spiegel-Adolf, Die Globuline. Verlag Springer. 
Biochem. Journ. 8, 404, 1914. 
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nach Fallen mit Alkohol bei 1° und erschépfender Atherextraktion 
keinerlei Veranderungen der Léslichkeit auftreten, so daB die phosphor- 
haltigen Beimengungen der Globuline keinen diesbeziiglichen EinfluB aus- 
iiben. Unsere Bestimmungen erfolgten gewichtsanalytisch nach Pregl-Lieb. 

Uber den Aschengehalt der Eiwei8kérper existieren keine iiberein- 
stimmenden Angaben. JRobertson' fand bei gereinigtem Serumglobulin 
einen Aschengehalt von 0,77%. Untersuchungen von Spiegel-Adolf? an 
elektrodialytisch besonders gereinigtem EiweiB ergaben einen Gehalt von 
0.215%. Mieses* fand, daB die Aschen des Eu-, Pseudoglobulins und 
Albumins eine spezifische Verteilung der einzelnen Aschenbestandteile 
aufweisen. Ebenso fand Csapé und Faubl* den héchsten Gehalt an Calcium 
hei den Albuminen, den niedrigsten beim Fibrin. 

Uber Bestimmungen der Methoxyl- und Methylimidgruppen konnten 
wit keinerlei Angaben in der Literatur finden. Unsere Bestimmungen 
wurden mikroanalytisch sowohl nach Friedrich® wie auch nach Edlbacher® 
in der Weise durchgefiihrt. daB von jedem Methyl zwei Destillationen 
erfolgten. 


Alle Bestimmungen wurden nach Méglichkeit mehrere Male durch- 
gefiihrt, bei geringen Substanzmengen wurde nur je eine Verbrennung 
durechgefiihrt. Aus diesem Grunde konnte auch das natronlaugeldésliche 
Pseudoglobulin nicht analysiert werden. 


In den folgenden Verbrennungsprotokollen sind die Werte fiir 
Kohlenstoff und Wasserstoff sowohl auf Gesamt- wie auf organische 
Substanz berechnet, die ibrigen nur auf Gesamtsubstanz. Die Mittel- 
werte der Verbrennungen sind in der Tabelle II vereinigt, erganzt durch 
die Mittelwerte des Stickstoffs aus der ersten Mitteilung. Die Mittelwerte 
des Kohlenstoffs und Wasserstoffs sind auf die organische Substanz 
bezogen. 

Verbrennungsprotokalle. 


I. Euglobulin wasserldslich. 

12,476 mg Substanz gaben 23,793 mg CO,, 6,898 mg H,O und 0,048 mg 
Asche. Das entspricht fiir Gesamtsubstanz 52,039 C, 6.19% H. 0,38 °, 
Asche. Fiir organische Substanz 52,13 % C, 6.20% H. 

18,453 mg Substanz gaben 34,700 mg CO,, 10,747mg H,O und 
0,128 mg Asche. Das entspricht fiir Gesamtsubstanz 51.30% C, 6,52%; H, 
0,69°%, Asche. Fiir organische Substanz 51,66% C, 6.56% H. 

5,218 mg Substanz gaben 0,594 mg BaSQ,, das entspricht 1.56% 5. 

5,574 mg Substanz gaben 0,609 mg BaSQ,, das entspricht 1.50% S. 

3,941 mg Substanz gaben 0,199 mg Ammoniumphosphormolybdat, das 
entspricht 0,06% P. 


Journ. of phys. Chem. 11, 417, 1907. 
’ Zitiert nach M. Spiegel- Adolf, Die Globuline. Verlag Springer. 
Diese Zeitschr. 142. 312, 1923. 
Ebendaselbst 150, 409. 1929. 
Mikrochem. 7, 195, 1929. 
* Zeitschr. f. phys. Chem. 101, 278, 1918. 


oe © 














Unterfraktionen der Globuline und Albumine im Serum. IIL. 477 

10,397 mg Substanz gaben (nach Edlbacher) 0,242 mg AgJ fiir an 
Sauerstoff gebundenes CH, und 1,428 mg AgJ fiir an N gebundenes CH,. 
Das entspricht 0.29% CH, an O und 0,87% CH, an N. 





10,262 mg Substanz gaben (nach Edlbacher) 0,810 mg AgJ fiir an 
Sauerstoff gebundenes CH, und 1,117 mg AgJ fiir an Stickstoff gebundenes 
CH,. Das entspricht 0.50% CH, an O, 0,70% CH, an N. 


12.263 mg Substanz gaben (nach Friedrich) 1,124 mg AgJ fiir an 
Sauerstoff gebundenes CH, und 1,545 mg AgJ fiir an Stickstoff gebundenes 
CH, das entspricht 0.59%, CH, an O und 0,81 % CH, an N. 


Il. Euglobulin kochsalzléslich. 


10,265 mg Substanz gaben 19,663 mg CO,, 5,874 mg H,O und 0,026 mg 
Asche. Das entspricht fiir Gesamtsubstanz 52,24% C, 640° H und 
0.25% Asche, fiir organische Substanz 52,37 C, 6.42% H. 


11,306 mg Substanz gaben 21,576 mg CO,, 6,401 mg H,O und 0,063 mg 
Asche. Das entspricht fiir Gesamtsubstanz 52,05°% C, 6.33% H und 
0.56%, Asche, fiir organische Substanz 52,34% C, 6,37°) H. 

7,565 mg Substanz gaben 14,524 mg CO,, 4,231 mg H,O und 0,038 mg 
Asche. Das entspricht fiir Gesamtsubstanz 52,36%,) C, 6.26% H und 
0.52% Asche, fiir organische Substanz 52,63 C, 6.29% H. 

6,570 mg Substanz gaben 0,736 mg BaSQO,, das entspricht 1,54% 3. 


5,999 mg Substanz gaben 0,682 mg BaSO,, das entspricht 1,56% 5. 
Mehrere Analysen (drei) ergaben Ammoniumphosphormolybdat in 
nicht wagbaren Spuren. 


8,885 mg Substanz gaben (nach Friedrich) 1,119 mg AgJ fiir an Sauer- 
stoff gebundenes CH, und 1,848 mg Ag J fiir an Stickstoff gebundenes C H,. 
das entspricht 0,80 % CH, an O und 1,33% CH, an N. 


7,833 mg Substanz gaben (nach Fi iedrich) 0,662 mg AgJ fiir an Sauer- 
stoff gebundenes CH, und 2,081 mg Ag fiir an Stickstoff gebundenes C H,,. 
das entspricht 0.53°, CH, an O und 1.67%) CH, an N. 


III. Euglobulin sodaléslich. 


31.032 mg Substanz gaben 60,219 mg CO,, 18.994 mg H,O und 1,460 mg 
Asche. Das entspricht fiir Gesamtsubstanz 52,94° C, 6.85% H, 4,71 °% 
Asche, fiir organische Substanz 55,54°, C, 7.19% H. 

20,007 mg Substanz gaben 38,999 mg CO,, 12,315 mg H,O und 0,996 mg 
Asche. Das entspricht fiir Gesamtsubstanz 53,18 % C, 6,89°, H und 4,95 % 
Asche, fiir organische Substanz 55,98 °, C. 7,35°, H. 

9,117 mg Substanz gaben 1,142 mg BaSQ,, das entspricht 1,72, 8. 

8,342 mg Substanz gaben 1,037 mg BaSQ,, das entspricht 1,71% 5S. 

15,724 mg Substanz gaben 1.617 mg Ammoniumphosphormolybdat, 
das entspricht 0,15 % P. 


10,507 mg Substanz gaben 1.114mg Ammoniumphosphormolybdat. 
das entspricht 0.16% P. 
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11,415 mg Substanz gaben (nach Edlbacher) 0,721 mg Ag. fiir an Sauer- 
stoff gebundenes CH, und 1,396 mg Ag fiir an Stickstoff gebundenes C H,, 
das entspricht 0,40 °% CH, an O und 0,78% CH, an N. 


8,091 mg Substanz gaben (nach Friedrich) 0,629 mg AgJ fiir an Sauer- 
stoff gebundenes CH, und 0,351 mg AgJ fiir an Stickstoff gebundenes C H,, 
das entspricht 0,50% CH, an O und 0.32% CH, an N. 


12,041 mg Substanz gaben (nach Friedrich) 0,851 mg AgJ fiir an Sauer- 
stoff gebundenes CH, und 1,006 mg AgJ fiir an Stickstoff gebundenes C H,, 
das entspricht 0.45% CH, an O und 0,56% CH, an N. 


IV. Euglobulin natronlaugeldslich. 


3,648 mg Substanz gaben 5,515 mg CO,, 1,794 mg HO und 0,628 mg 
Asche. Das entspricht fiir Gesamtsubstanz 41,24 % C, 5,50 % H und 17,22 % 
Asche, fiir organische Substanz 49,81 % C, 6,65, H. 

7,665 mg Substanz gaben 11,373 mg CO,, 3,372 mg H,O und 1.371 mg 


Asche. Das entspricht fiir die Gesamtsubstanz 40,48 C, 4.92°3 H und 
17,48 % Asche, fiir organische Substanz 49,28 % C, 5,99% H. 


5,380 mg Substanz gaben 0,562 mg BaSQ,, das entspricht 1,57% 3S. 


5,318 mg Substanz gaben 0,872 mg Ammoniumphosphormolybdat, das 
entspricht 0,24% P. 

7,080 mg Substanz gaben (nach Edlbacher) 0,521 mg AgJ fiir an Sauer- 
stoff gebundenes CH, und 0,407 mg Ag J fiir an Stickstoff gebundenes C H,. 
Das entspricht 0,47 % CH, an O, 0,379 CH, an N. 


2,564 mg Substanz gaben (nach Friedrich) 0,153 mg AgJ fiir an Stick- 
stoff gebundenes CH,;. Das entspricht 0,38°% CH, an N. 


V. Pseudoglobulin wasserléslich. 


5,812 mg Substanz gaben 11,322 mg CO,, 3,376mg H,O, 0,046 mg 
Asche. Das entspricht fiir Gesamtsubstanz 53,15 % C. 6,50 % H und 0,79 % 
Asche, fiir organische Substanz 53.57% C, 6,55% H. 


7,542 mg Substanz gaben 14,624 mg CO,, 4,641 mg H,O und 0,065 mg 
Asche. Das entspricht fiir Gesamtsubstanz 52,90% C, 6,89°, H, 0.86%, 
Asche, fiir organische Substanz 53,36% C, 6,95% H. 


5,238 mg Substanz gaben 0,618 mg BaSO,, das entspricht 1.62% %. 
4,035 mg Substanz gaben 0,497 mg BaSO,, das entspricht 1,67% S. 


5,801 mg Substanz gaben 0,626 mg Ammoniumphosphormolybdat, das 
entspricht 0,16% P. ; 

5,704 mg Substanz gaben 0,366 mg Ammoniumphosphormolybdat, das 
entspricht 0,09% P. 


6,258 mg Substanz gaben (nach Edlbacher) 1,375 mg AgJ fiir an Sauer- 
stoff gebundenes CH,, und 0,451 mg AgJ fiir an N gebundenes CH,, das 
entspricht 1,41% CH, an O und 0.47% CH, an N. 


5,480 mg Substanz gaben (nach Edlhacher) 0,999 mg Ag J fiir an Sauer- 
stoff gebundenes CH,, das entspricht 1,30°, CH, an O. 
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6,713 mg Substanz gaben (nach Friedrich) 0,789 mg AgJ fiir an Sauer- 
stoff gebundenes CH, und 0,450 mg AgJ fiir an N gebundenes CH,, das 
entspricht 0,749, CH, an O, 0,40% CH, an N. 


VI. Pseudoglobulin kochsalzléslich. 


7,056 mg Substanz gaben 14,023 mg CO,, 4,359 mg H,O und 0,063 mg 
Asche. Das entspricht fiir die Gesamtsubstanz 54.22%, C, 6.91% H und 
0,89% Asche, fiir organische Substanz 54,71 %% C, 6,97% H. 


7,273 mg Substanz gaben 14,381 mg CO,, 4,406 mg H,O, 0,070 mg 
Asche. Das entspricht fiir die Gesamtsubstanz 53,94 % C, 6,78 % H, 0,96 %% 
Asche, fiir organische Substanz 54,47 C, 6.85%, H. 


6,857 mg Substanz gaben 0,634 mg BaSO,, das entspricht 1,26°) 3S. 


7,247 mg Substanz gaben 0,751 mg BaSQ,, das entspricht 1,42% 8. 


8,442 mg Substanz gaben 0,962 mg Ammoniumphosphormolybdat, das 
entspricht 0,18% P. 


7,405 mg Substanz gaben 1,153 mg Ammoniumphosphormolybdat, das 
entspricht 0,22% P. 


11,104mg Substanz gaben (nach Edlbacher) 0,651 mg AgJ fiir an 
Sauerstoff gebundenes CH, und 1,305 mg AgJ fiir an N gebundenes CH,. 
das entspricht 0,42 °, CH, an O und 0,83 CH, an N. 


VII. Pseudoglobulin sodaléslich. 


7,351 mg Substanz gaben 12,789 mg CO,, 4.073 mg H,O und 1,258 mg 
Asche. Das entspricht fiir die Gesamtsubstanz 47,43 °% C, 6,20, H, 17,11 % 
Asche, fiir organische Substanz 57,22 °, C, 7,48 % H. 

16,084 mg Substanz gaben 27.936 mg CO,, 9,065 mg H,O und 2,730 mg 
Asche. Das entspricht fiir Gesamtsubstanz 47,26 %, C, 6,29 °%, H und 16,97 % 
Asche, fiir organische Substanz 57,05, C, 7.57% H. 


8,299 mg Substanz gaben 0,814 mg BaSO,, das entspricht 1.35% 8S. 

7.978 mg Substanz gaben 0,701 mg BaSO,, das entspricht 1,21 % 3. 

6.437 mg Substanz gaben 0,329 mg Ammoniumphosphormolybdat. das 
entspricht 0,07% P. 

6,889 mg Substanz gaben 0,170 mg Ammoniumphosphormolybdat, das 
entspricht 0,04% P. 


6,706 mg Substanz gaben (nach Edlbacher) 0,592 mg AgJ fiir an Sauer- 
stoff gebundengs CH, und 0,787 mg AgJ fiir an N gebundenes CH,, das 
entspricht 0.57% CH, an O und 0,75% CH, an N. 


8,304 mg Substanz gaben (nach Friedrich) 1,038 mg AgJ fiir an Sauer- 
stoff gebundenes CH, und 0,887 mg AgJ fiir an N gebundenes CH,. Das 
entspricht 0,80 % CH, an O, 0,68°% CH, an N. 


10,056 mg Substanz gaben (nach Edlbacher) 0,838 mg AgJ fiir an 
Sauerstoff gebundenes CH, und 0,966 mg AgJ fiir an N gebundenes CH,, 
das entspricht 0,53 °, CH, an O, 0,61 °% CH, an N. 
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VIII. Albumin I. 


8,660 mg Substanz gaben 16,758 mg CO,, 5,403 mg H,O und 0,133 mg 
Asche. Das entspricht fiir die Gesamtsubstanz 52,78 %% C, 6,98%, H, 1,54, 
Asche, fiir organische Substanz 53,60°, C, 7,09°, H. 

10,823 mg Substanz gaben 21,026 mg CO,, 7,053 mg H,O und 0,164 mg 
Asche. Das entspricht fiir die Gesamtsubstanz 52,98 C, 7.29%, H und 

52% Asche, fiir organische Substanz 53,80°, C, 7,40°%, H. 


6,644 mg Substanz gaben 1,233 mg BaSO,, das entspricht 2,55% 8. 
6,147 mg Substanz gaben 0,997 mg BaSQ,, das entspricht 2,20°) 3S. 


7,855 mg Substanz gaben 0,488 mg Ammoniumphosphormolybdat, das 
entspricht 0,09% P. 

5,364 mg Substanz gaben ©,224 mg Ammoniumphosphormolybdat, das 
entspricht 0,06% P. 


5,691 mg Substanz gaben (nach Friedrich) 0,604 mg AgJ fiir an Sauer- 
stoff gebundenes CH, und 0,834 mg AgJ fiir an N gebundenes CH,. das 
entspricht 0,68°, CH, an O, 0,93°, CH, an N. 


IX. Albumin IT. 


10,455 mg Substanz gaben 20,179 mg CQO,, 5,989 mg H,O, 0,174 mg 
Asche. Das entspricht fiir Gesamtsubstanz 52,64% C, 6,41°, H, 1.66% 
Asche, fiir organische Substanz 53,52 % C, 6,52 H. 


8,264 mg Substanz gaben 15,993 mg CQO,, 5,085 mg H,O, 0.117 mg 
Asche. Das entspricht fiir Gesamtsubstanz 52,78 % C, 6,88% H und 1,42 %, 
Asche, fiir organische Substanz 53,02 %% C, 6,91% H. 

6,760 mg Substanz gaben 1,114 mg BaSQ,, das entspricht 2,26% 8. 

5,711 mg Substanz gaben 0,872 mg BaSO,, das entspricht 2,10% 3. 

7,858 mg Substanz gaben 0,139 mg Ammoniumphosphormolybdat, das 
entspricht 0,03 % P. 

6,620 mg Substanz gaben 0,297 mg Ammoniumphosphormolybdat, das 
entspricht 0,06 % P. 


6,225 mg Substanz gaben (nach Friedrich) 0,580 mg AgJ fiir an Sauer- 
stoff gebundenes CH, und 0,569 mg AgJ fiir an N gebundenes CH,. Das 
entspricht 0,60% CH, an O und 0,58°, CH, an N. 


X. Albumin ITI. 


5,183 mg Substanz gaben 10,388 mg CO,, 3,275 mg H,O und 0,128 mg 
Asche. Das entspricht fiir Gesamtsubstanz 54,66 C, 7,07°% H,. 2,47% 
Asche, fiir organische Substanz 56,05 % C, 7,25 H. 


8,248 mg Substanz gaben 16,694 mg CO,, 5,395 mg H,O und 0,238 mg 
Asche. Das entspricht fiir Gesamtsubstanz 54,02 % C. 7,16 % H und 2,82 °% 
Asche, fiir organische Substanz 55,59 C, 7.37% H. 


7,395 mg Substanz gaben 1,286 mg BaSO,, das entspricht 2,.39°) 5S. 


7.110 mg Substanz gaben 1,112 mg BaSO,, das entspricht 2,14%, S. 
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8,206 mg Substanz gaben 0,805 mg Ammoniumphosphormolybdat, das 
entspricht 0,14% P. 


9,172 mg Substanz gaben 0,960mg Ammoniumphosphormolybdat, das 
entspricht 0.16% P. 

5,672 mg Substanz gaben (nach Friedrich) 0,923 mg AgJ fiir an Sauer- 
stotf gebundenes CH, und 0,584 mg AgJ fiir an N gebundenes CH,. Das 
entspricht 1.04%, CH, an O und 0,66% CH, an N. 


Tabelle 11. 





. . - > CH, CH,;* 
Eiweifkirper , . - ° : anO = an N 
%o 9% 9% %o Oly 9/9 Oy 
Kuglobulin 
wasserlislich. . . 51,89 6,38 15,25 1,53 0,06 0.46 0.79 
kochsalzlislich. . 5244 639 15,96 1,55 Mecbtbe O66 150 
stimmbar 
sodalislich. . . . - 


55,76 «727 «1884 «1,71 «(015 | (049 0,57 
natronlangelislich 4951 6,32 983 1,57 024 047 0,88 


Pseudoglobulin 


wasserloslich. . . 53,02 6,75 14,05 1,64 0,12 095 0,48 
kochsalzléslich . . 54,59 6,91 15,45 1,34 0,20 0,42 0,83 
sodalislich. . . . 57,14 7,538 13,25 = 1,28 0,06 0,63 0,68 
AlbuminI. .. .., 53,70 7,25 1548 2,37 0,07 0,57 0,93 
Bonu. -) 3 Or 14,68 2,18 0,06 0,60 0,58 

Mm. ....f a] 7 15,92 | 2,27 0.15 1,04 0,66 


* Die wirklichen Werte der Methylimidbestimmungen sind nach den Untersuchungen 
von P. Haas (Mikrochemie 7, 69, 1930) um einige Zehntel Prozente je nach der Hihe der Ein- 
wage niedriger, da der Leerbestimmungsfehler beriicksichtigt werden mul}. 


Die Ergebnisse dieser Versuche sind, daB zwischen den einzelnen 
EiweiBunterfraktionen Unterschiede in der elementaren Zusammen- 
setzung bestehen. Auffallend ist der erhGhte Kohlenstoff- und Wasser- 
stoffgehalt der sodaléslichen Globuline und des Albumins ITI, auf deren 
Ursache wir noch spater zuriickkommen werden. Die wasser- und 
kochsalzléslichen Eu- oder Pseudoglobuline zeigen untereinander nur 
geringe Differenzen ihres Kohlenstoff- und Wasserstoffgehalts, die 
Euglobuline haben einen niedrigeren C- und H-Gehalt als die ent- 
sprechenden Pseudoglobuline. Die Werte der Albumine I und II 
stimmen untereinander gut iiberein. Am niedrigsten sind die Werte des 
natronlaugeléslichen Euglobulins. Der S-Gehalt der Globuline und 
Albumine ist im Durchschnitt etwas héher als die in der Literatur auf 
dem Verbrennungswege gewonnenen Werte, was wahrscheinlich auf die 
Nichtberiicksichtigung der Wasseranziehungskraft bei manchen Werten 
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zuruckzufithren ist. Als weitere Differenz kommt dazu, daB die meisten 
Literaturangaben sich auf Eiweibkérper des Pferdeserums beziehen. 
Die Werte fiir die Albumine sind innerhalb der Fehler der Methode gleich. 
Von den Globulinen fallt das sodalésliche Pseudoglobulin durch seinen 
niedrigen S-Gehalt auf. Die tibrigen Globuline differieren nur wenig 
voneinander. Die sehr geringen P-Werte stimmen mit den in der 
Literatur fiir lipoidfreie SerumeiweiBkérper gefundenen  iiberein. 
Sodalésliches Euglobulin und kochsalzlésliches Pseudoglobulin haben 
den héchsten Phosphorwert, wahrend die Albumine den niedrigsten 
P-Gehalt zeigen. Einen erhéhten Methoxylgehalt zeigen das wasser- 
lésliche Pseudoglobulin und das Albumin III. Einen erhéhten Methyl- 
imidgehalt zeigen die kochsalzléslichen Globuline. Es sind also schon 
in der elementaren Zusammensetzung Unterschiede zwischen den ein- 
zelnen Unterfraktionen vorhanden, wobei besonders die soda- und 
natronlaugeléslichen Globuline stark von den anderen in ihrer Zu- 
sammensetzung differieren. 


Die Verteilung des Amid-N, Humin-N, Diamine-N, Mono- und Nichtamino-N 
und des Tryptophans auf die einzelnen Unterfraktionen. 


Wir gingen nun an die Untersuchung der Aminosauren der einzeInen 
EKiweiBfraktionen. 


Fiir die Untersuchung der N-Verteilung in kleineren EiweiBmengen 
kommt nur die Methode nach Hausmann! in Betracht, die aber mehrere 
Fehlerquellen aufweist, und zwar hangt die Menge des Humin-N von 
der Menge des zugesetzten Magnesiumoxyds ab, und die quantitative 
Fallung des Phosphorwolframséure-N ist von den vorhandenen Salzen und 
der Fallungstemperatur stark abhangig. Wir verwendeten aus diesem 
Grunde die Modifikation von K. V. Thimann?®, die diese Feblerquellen 
vermeidet. Doch muBte auch diese, sowohl beziiglich der verwendeten 
Eiwei8- und Reagenzmengen, wie auch der Zeitdauer der Hydrolyse und 
der Ausfallung der einzelnen Fraktionen mehrfach modifiziert werden, 
bis wir iibereinstimmende Resultate (auf + 2 bis 4°, des jeweiligen Wertes) 
erhielten. Der Gang der Untersuchung war folgender: Zweimal je 0.5 ¢ 
EiweiB wurden in einem 100-cem-Kjeldahlkolben in 30 ccm 20 °.iger 
kdchender Salzsiure gelést, dann 25 Stunden unter RiickfluBkiihlung 
gekocht. Als Riickflu8kiihler diente eine Kocheprouvette, die als Ein- 
hangekiihler verwendet wurde. Nach dieser Zeit konnten wir keine Zunahme 
der nach Linderstrém-Lang® titrierbaren Aminogruppen beobachten. 


Diese Bestimmungen geschahen in der Weise, daB 2cem des Hydro- 
lysats gegen Lakmus genau neutralisiert wurden, dann in 90 °,iger 
Acetonlésung mit alkoholischer Salzsiure und «-Naphtylrot als Indi- 


' Thierfelder, Handb. d. pathol. Chem. Anal. 
2 Ber. ii. d. ges. Phys. 40, 494, 1927. 
8 Zeitschr. f. phys. Chem. 173, 32, 1927. 











Unterfraktionen der Globuline und Albumine im Serum. III. 483 


kator die Aminogruppen titriert wurden. Nach beendeter Hydrolyse 
wurden von jeder Bestimmung zweimal je 10 cem in Hartglasreagenz- 
gliser abgemessen, mit doppeltdurchbohrtem Gummistopfen  ver- 
schlossen, durch dessen eine Bohrung ein bis zum Boden reichendes, zu 
einer Kapillare ausgezogenes Rohr gesteckt wurde und in dessen anderer 
Bohrung ein kurzes, mit einem Siedeaufsatz versehenes Rohr befestigt 
war, welches mit einer Wasserstrahlpumpe verbunden wurde. Das 
lange Rohr wird mit einem kurzen Vakuumschlauchstiick und einem 
Schraubenquetschhahn abgesperrt und die Pumpe schwach in Gang 
gesetzt. Die ganze Apparatur wird in ein Wasserbad von 50 bis 60° 
hineingestellt. Nach ein bis zwei Stunden ist die Salzsiure verjagt und 
das Ganze zur Trockne eingedampft. Der Rickstand wird in 10 cem 
Wasser gelést, mit 1 bis 2 Tropfen Phenolphthaleinlésung versetzt, 
dann tropfenweise mit 10 °,iger Natronlauge bis zur schwach alkalischen 
Reaktion versetzt und dann mit einem Tropfen 20 °,iger Schwefelsaure 
wieder sauer gemacht. Die Lésung kommt jetzt wieder in das Wasserbad 
von 50°, wobei das lange Rohr mit einer Schwefelsiure-Waschflasche, 
das kurze mit einer Eprouvette mit doppeltdurchbohrtem Stopfen 
verbunden wird, in dessen eine Bohrung ein langes, unten wie ein 
Bangsches Siederohr ausgeblasenes Rohr, in dessen andere Bohrung 
ein kurzes Rohr kommt, das mit der Wasserstrahlpumpe verbunden wird. 
In der Eprouvette befinden sich 5 cem n/50 Saéure plus 10 ccm H,O; 
dem Hydrolysat werden dann 0,5cem 10 °,iger Natronlauge zugegeben, 
mit dem Gummistopfen geschlossen und ein Luftstrom so durchgesaugt, 
daB je zwei Sekunden eine Luftblase durch die Séure geht. Nach 
zwei Stunden ist das gesamte Ammoniak hiniibergejagt und wird 
titriert (Amid-N). Das Hydrolysat wird dann mit 10°,iger Schwefel- 
siure bis zum Verschwinden der roten Farbe des Phenolphthaleins 
versetzt, dann werden noch 0,25 cem Schwefelséure zugegeben und tiber 
Nacht stehen gelassen. Auf diese Weise gelingt es, das Humin vollstandig 
auszufallen, so daB die iiberstehende Lésung nur ‘schwach gelblich 
erscheint. Der Huminniederschlag wird abfiltriert oder zentrifugiert, 
dreimal mit Wasser gewaschen und der Niederschlag kjeldahlisiert 
(Humin-N). Das Filtrat des Huminniederschlags wird auf dem 
kochenden Wasserbad bis auf 1 bis 2 ccm eingedampft, dann in eine 
Zentrifugiereprouvette mit einer 10 cem-Marke iibergespiilt, mit 
0,5 cem 50°%iger Schwefelsiure versetzt, auf 10 cem aufgefiillt, fiinf 
Minuten im kochenden Wasserbad gelassen, dann auf 0° abgekiihlt und 
mit 3 cem einer 20 %,igen Phosphorwolframsaure -- 5°,iger Schwefel- 
sdurelésung tropfenweise unter Schiitteln versetzt. Nach 30stindiger 
Aufbewahrung im Eiskasten (bei kiirzerer Dauer ist die Histidinfallung 
unvollstandig) wird der Niederschlag abzentrifugiert, viermal mit je 
5 cem einer eisgektihlten Lésung, die °,, 2,5 Phosporwolframsaure und 5°, 
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Schwefelsdure enthalt, gewaschen und zentrifugiert. Der Niederschlag, 
in méglichst wenig Lauge gelést und kjeldahlisiert, ergibt den Diamino-N. 
Die vereinigten Filtrate werden im MeBkolben auf 50 ccm aufgefiillt und 
in zweimal je 20 ccm der N-Gehalt bestimmt. Der gefundene Wert mal 
2,5 ergibt den Mono- und Nichtamino-N. Der urspriingliche Gesamt- 
stickstoff wird in zweimal je 2 ccm des Hydrolysats bestimmt. Es 
wurden auf diese Weise je vier Bestimmungen von jedem EiweiBkérper 
durchgefiihrt. Die natronlaugeléslichen Globuline, sowie das sodalésliche 
Pseudoglobulin und Albumin III konnten infolge ihrer geringen Menge 
nicht untersucht werden. Die Mittelzahlen der gefundenen Werte sind 
in der Tabelle III vereinigt. 


Tabelle 11]. 


N-Verteilung der Eiwei8kérper in Prozenten des Gesamt-N. 





Mono- und | 


Eiweilikirper Amid-N Humin-N Diamino-N  Nicht- Summe 


amino-N 
%o %o %9 % | % 
Euglobulin, wasserlislich ... | 4,5 48 | 236 682 10141 
. kochsalzlislich . . . | Bi .; Bes 71,8 101.9 
* sodaldéslich ae 3,2 2,2 27,0 61,8 97,4 
Pseudoglobulin, wasserléslich . . 4.3 4,2 21,8 72.2 102.5 
9 kochsalzléslich . 1,6 1,9 26,0 68,1 97,6 
Pe a ae ee er 4,8 1.5 32,5 63,8 102.6 
es WE ee er ae 43 1,7 32.7 62,5  101,2 


Die gréBten Unterschiede zwischen den einzelnen Fraktionen 
untereinander finden sich nur bei den Globulinen. Die Albumine zeigen 
untereinander gleiche. Werte. Die wasserléslichen Globuline haben den 
héchsten Gehalt an Amid- und Humin-N, die kochsalzléslichen den 
niedrigsten. Das sodalésliche Euglobulin zeigt einen Amid-N-Wert, 
der zwischen denen der wasser- und kochsalzléslichen Globuline liegt. 
Sein Humin-N ist dem der kochsalzléslichen Globuline gleich. Die 
niedrigsten Humin-N-Werte zeigen die Albumine. Die Albumine haben 
ebenfalls den niedrigsten Gehalt an Mono- und Nichtamino-N und den 
héchsten an Diamino-N. Bei den Globulinen zeigen die wasserléslichen 
die héchsten Werte an Mono- und Nichtamino-N und die niedrigsten 
Diamino-N- Werte gegeniiber den kochsalz- und sodaléslichen Globulinen, 
die untereinander fast gleiche Werte aufweisen. Es finden sich, ab- 
gesehen von den groBen Differenzen zwischen den Globulinen und 
Albuminen, gréBere Unterschiede zwischen den kochsalz- und wasser- 
léslichen Globulinen in allen Gruppen der N-Verteilung. 
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Wir gingen dann an die Untersuchung des Tryptophangehalts der 
einzelnen EiweiBunterfraktionen. Diese Bestimmungen schienen uns von 
ganz besonderem Interesse, da in der letzten Zeit Bestimmungen des 
Albumin-Globulin- Quotienten auf Grund ihres stark differierenden 
Tryptophangehalts mehrfach vorgeschlagen wurden, so z. B. von 
A. Fischer’ unter Annahme eines Tryptophangehalts von 3,9°,, bei 
Globulin und 1,4°, bei Albumin. 


kK. Lang? berechnete den Tryptophangehalt der EiweiBkérper des 
Serums auf Grund dieser Zahlen und des Verhaltnisses zwischen Globulinen 
und Albuminen zu 1,9 bis 2,7% Tryptophan. Er fand aber Werte, die 
sowohl iiber 4%, wie auch unter 1,4 °% waren. Ebenso differieren die anderen 
Tryptophanwerte der einzelnen Autoren. Fiirth und Nobel® finden bei 
Rinderserumglobulin einen Gehalt von 5,27°,. bei den Albuminen 2.52 °, 
Tryptophan. Bei Veranderung seiner Methodik finden Fiirth und Dische* 
einen Tryptophangehalt von 3,1°, bei Globulin und 1,2°, bei Albumin. 
Folin und Looney ® fanden bei Serumglobulinen 2.28 ©, Tryptophan. Unsere 
Versuche mit der Methode von Fiirth und Dische ergaben bei Anwendung 
verschiedener EiweiBkonzentrationen auseinanderliegende Werte. Die 
Methode von Tillmanns und Ali* ergab wohl einerseits befriedigende Werte, 
andererseits erschwerte die bei der Tryptophanvergleichslésung auch bei 
Anwendung von Schwefelsiiure puriss. (Merci) auftretende griinliche Ver- 
farbung das Kolorimetrieren. Die Vergleichslésungen zeigten auch manchmal!l 
nach 20 bis 30 Minuten einen Stich ins Bréunliche, unter Steigerung ihres 
kolorimetrischen Titers. 


Aus diesem Grunde modifizierten wir die Methode von Tillmanns 
und Alt insofern, als wir an Stelle der Tryptophanvergleichslésung, 
ihnlich der Methode von Fiirth und Dische, eine Caseinlésung von 
bekanntem Tryptophangehalt anwendeten. Das Casein (Hammarsten) 
schien uns aus dem Grunde besonders geeignet, weil sein Tryptophan- 
gehalt, von Dakin nach Verdauung mit Pankreasextrakten und Butyl- 
alkoholextraktion direkt bestimmt, 1,7°., ergab. Ein Wert, der mit dem 
nach der Methode vor: Fiirth und Dische, sowie mit dem nach der von 
uns erhaltenen Methode von Tillmanns tind Alt vollkommen iiberein- 
stimmt. Die Ablesung geschah mit Hilfe eines Lichtkastens folgender 
Bauart: In einem viereckigen Kasten von 120 160 120 mm befand 
sich eine 100 Watt-Miniumlampe, oberhalb welcher (2 cm héher) ein 
Opalmilchglas befestigt war. In dem oberen Kastendeckel befanden 
sich Ausschnitte, in die zwei Hehnerzylinder so hineinpaBten, daB der 
AbfluB der Zylinder auBerhalb des Randes lag. Bei dieser Art der 


Zeitschr. f. klin. Med. 110, 224, 1929. 
Naunyn, Schmiedebergs Arch. 145, 88, 1929. 


3 Diese Zeitschr. 109, 103, 1920. 

* Ehendaselbst 146, 275, 1924. 

5 Journ. of bio!. Chem. 51, 421, 1922. 
6 


Diese Zeitschr. 164, 135, 1926. 





486 B. Lustig u. P. Haas: 


Ablesung konnten geringe Konzentrationsdifferenzen leicht wahr- 
genommen werden, ohne da Abweichungen vom Farbton stérten. 
Die Bestimmung geschah in der Weise, daB 1 bis 3 cem der EiweiBlésung 
mit einem Tropfen 2”,iger Formalinlésung und dann mit 66 ?,iger 
Schwefelsdure auf 50 ccm aufgefiillt wurden. Nach zehn Minuten wurde 
die Ablesung gegen gleichbehandelte Caseinlésungen von bekanntem 
Tryptophangehalt durchgefiihrt. Die EiweiBlésungen miissen fett- und 
lipoidfrei sein, da sonst Triibungen auftreten. Die Entfernung der 
manchmal in der Lésung auftretenden Mikroluftblasen geschah in der 
Weise, daB der Hehnerzylinder mit Hilfe eines durchbohrten Gummi- 
stopfens mit einer Wasserstrahlpumpe verbunden und ein bis zwei 
Minuten evakuiert wurde. Die Bestimmungen wurden mehrfach bei 
mehreren Konzentrationen (0,5 bis 2 mg Tryptophan pro Bestimmung) 
durchgefiihrt. Die Differenz zwischen der zu untersuchenden Eiweib- 
lésung und der Vergleichs-Caseinlésung soll beziiglich des Tryptophan- 
gehalts nicht gréBer als 1:2 sein. Die gefundenen Werte sind in der 
Tabelle IV vereinigt. Bei manchen Eiwei8kérpern wurde nur eine 
Bestimmung durchgefiihrt; bei diesen EiweiSkérpern fehlt in der 
Tabelle der Minimalwert. 


Tabelle IV. 


Tryptophangehalt der EiweiSunterfraktionen. 





FiweiBkirper Ne | Wert, Mittelwert phan des 
oF ly 5 9 
Kuglobulin, wasserléslich . . . . 2,2 2,5 2.4 1,14 
‘$ kochsalzléslich . . . j ; 2,1 2,1 0,97 
m sodaloslich. . . . . 2.5 2.9 2,7 1,44 
- natronlaugeléslich . 3,3 4,2 3,9 3,14 
Pseudoglobulin, wasserléslich . . 2.3 2,8 2.4 1,27 
. kochsalzlislich . 2.1 2,6 2,3 1,10 
a sodaléslich . . . - 3,2 3,2 1,87 
» natronlaugelésl. — 3,6 3,6 3,90 
PES a ae 1,0 1,2 1,1 0,52 
. aT ee oe 0,9 mi 1,0 0,59 
i cr ll |B - 0,9 0,9 0,41 


Das Ergebnis dieser Bestimmungen ist, daB bei den Globulinen die 
soda- und natronlaugeléslichen EiweiBkérper einen erhéhten Trypto- 
phangehalt gegeniiber den wasserléslichen zeigen. Die niedrigsten 
Werte zeigen die Albumine, die aber untereinander gleich sind. Ebenso 
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zeigen die wasser- und kochsalzléslichen Globuline untereinander 
gleichartige Werte, die im Durchschnitt 2,2°,, ausmachen. Da sie 
97 ©, der Globuline bilden (siehe I. Mitteilung), stimmt ihr Wert mit dem 
von Folin und Looney gefundenen (2,28 °,) iiberein. Es wurden Globuline 
aus vier verschiedenen Rinderseren untersucht und alle ergaben gleiche 
Resultate. 


Der Kohlenhydratgehalt der EiweiBunterfraktionen. 


Die Frage des Kohlenhydratgehalts der Eiweibkérper des Serums 
ist in den letzten Jahren in Verbindung mit der Frage des hyrolysier- 
baren Zuckers im Blut mehrfach untersucht worden, doch beziehen sich 
die meisten quantitativen Angaben auf den gesamten hydrolysierbaren 
Zucker des Blutes, wofiir noch andere Substanzen, z. B. Glykogen- 
dextrine, in Betracht kommen. Stérend wirkt auch der von manchen 
Autoren fiir die Zunahme des hydrolysierbaren Zuckers verwendete 
Name EiweiBzucker. Bei den Untersuchungen des Zuckergehalts der 
gefallten EiweiBkérper ist auch die Art der EnteiweiBung in Betracht zu 
ziehen, da z. B. beim Fallen mit Sublimat Glykogen mitgerissen wird. 
Fiir die Bestimmung und Art des gebundenen Zuckers im EiweiB kommen 
nur solche Untersuchungen in Betracht, die in den Eiwei8kérpern nach 
Reinigung durchgefiihrt wurden. Das Vorkommen von Kohlenhydraten 
in den Eiwei8kérpern ist friiher mehrfach bestritten worden. 


So fanden z. B. Abderhalden, Bergel und Dérpinghaus' in Serum- 
globulinen nach Hydrolyse zwar 0,1 % Glucose, welche ein Phenyl- 
osazon von F. 203° (korr.) gab, hielten aber, da dieser Kohlenhydrat- 
gehalt wechselnd war, diese geringe Menge fiir Verunreinigungen. Die 
alteste Angabe iiber das Vorhandensein von Kohlenhydraten in den 
EiweiBkérpern des Serums stammt von .Wdérner*, der nach Hydrolyse mit 
Salzsaure eine Substanz fand. die Kupfersulfat in alkalischer Lésung 
reduzierte und ein Phenylosazon gab. In Albumin fand Krakow* nach 
Hydrolyse einen Zucker, der ein Phenylosazon von F. 183 bis 185° (unkorr.) 
gab. Ebenso konnte Eichholz* bei Rinderserumalbumin Zucker nachweisen. 
Doch sind diese positiven Angaben nach Grevenstuk® unzureichend, da es 
infolge der geringen Reinigung und der Fehler der Methoden mdégligh ist, 
da8 der Zucker nicht geniigend entfernt wurde. 


Das Vorhandensein von Zucker in den EiweiBkérpern des Serums 
ist nach den neueren Forschungen wohl ohne Zweifel, obwohl, wie schon 
anfangs erwaihnt, die meisten Nachweise wertlos sind, da sie sich 


Zeitschr. f. phys. Chem. 41, 530, 1904. 
Centralbl. f. Phys. 7, 581, 1893; 9, 20, 1894. 
Pfliigers Arch. 65, 281, 1896. 
Journ. of Phys. 23, 163, 1898. 
Uber freien und gebundenen Zucker im Blute (Bergmanns Verlag 
1929, S. 100). 
Biochemische Zeitschrift Band 231. 39 
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einerseits auf das Gesamtblut oder Serum beziehen, andererseits ihre 
Menge mit Hilfe einer Reduktionsmethode (z. B. Hagedorn-Jensen und 
Bang) bestimmt wurden. Als weiterer Fehler kommt bei den mit 
Hilfe der Hydrolyse durchgefiihrten Bestimmungen die Zerstérung des 
Zuckers bei Einwirkung von Sauren und Alkalien hinzu. So findet z. B. 
Langstein' in seiner jiingsten Arbeit nur ein Drittel der friiher in den 
GesamteiweiBkérpern des Pferdeserums gefundenen Werte, und zwar 
0,4 bis 0,6°,. Auf Grund der verschiedenen Arbeiten auf diesem 
Gebiete schatzt Grevenstuk in seiner schon friiher erwihnten Mono- 
graphie den gesamten Eiweibzucker auf 24 mg in 100 ccm Serum. 
Uber die Art des gebundenen Zuckers in den SerumeiweiSkérpern 
liegen in der letzten Zeit mehrere Untersuchungen vor, von denen 
besonders die Untersuchungen von R. Rimington? und Bierry® exakt 
durchgefiihrt sind. 

Rimington fallte die Eiwei8kérper des Pferdeserums achtmal um und 
nach ihrer weiteren Reinigung durch Waschen mit Alkohol und Ather und 
nach Hydrolyse mit Baryt gelang es ihm, eine Substanz vom Molekular- 
gewicht 341 und der Formel Cy.H,.04,N zu gewinnen. Diese Substanz 
reduzierte erst nach Hydrolyse und gab (nach Hydrolyse) ein Glucosazon 
von F. 198 bis 199°, welches, mit Mannoseglucosazon vermischt, keinerlei 
Anderungen des Schmelzpunktes zeigte; auBerdem konnte Glucosamin 
nachgewiesen werden, so daB es sich um eine Glucosaminmannoseverbindung 
handelt. Bierry konnte ebenfalls nach Hydrolyse von Pferdeplasmaalbumin 
ein Polysaccharid darstellen, das Mannose und wahrscheinlich Galaktose 
enthalt. 


Unsere Untersuchungen sollten in erster Linie dazu dienen, 
méglichst genau den Zuckergehalt der EiweiBfraktionen des Rinder- 
serums zu bestimmen. Uber die Art der Kohlenhydrate wurden nach 
Bekanntwerden der Arbeiten von Rimington keinerlei weitere Unter- 
suchungen durchgefiihrt, doch konnten sowohl mit der Farbreaktion von 
Thomas* (2 bis 3 ccm 0,3°,iger B-Naphtollésung in konzentrierter 
Schwefelsiure plus 1 cem der zu untersuchenden Lésung. Pentosen- 
Blaufarbung) sowie auch mit der direkten Bestimmungsmethode durch 
Farbreaktion des gebildeten Furfurols nach Mac Cance5 in keinem der 
SerumeiweiBkérper Pentosen nachgewiesen werden. Die «-Naphtol- 
reaktion von Molisch in der Ausfiihrungsform nach Neuberg® ergab bei 
allen EiweiBk6érpern ein positives Resultat. Die zuerst unternommenen 
Versuche, die Kohlenhydratgruppe nach Hydrolyse mit Saéuren und 


Diese Zeitschr. 127, 34, 1922. 

Ber. ii. d. ges. Phys. 52, 536, 1930. 
Ebendaselbst 52, 607, 1930. 
Ebendaselbst 31, 732, 1925. 
Biochem. Journ. 20, 1111, 1926. 
Zeitschr. f. phys. Chem. 31, 564, 1901. 
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Bestirnung nach Hagedorn-Jensen zu erfassen, ergaben unbefriedigende 
Resultate, da die Werte je nach der Art und Dauer des Erhitzens 
verschieden hoch ausfielen. Besser waren die Werte nach T'illmanns und 
Philippi’, die mit Hilfe der Farbreaktion der Kohlenhydrate mit 
Orcinschwefelsiure ohne vorherige Abspaltung freien und gebundenen 
Zucker bestimmen. Versuche mit Zucker und Eiweiblésungen bei 
verschiedenen Konzentrationen ergaben gute Resultate. Ebenso 


konnten bei langerer Erhitzungsdauer nur geringfiigige Anderungen 


beobachtet werden. Mit dieser Reaktion werden sowohl die Hexosen wie 
Pentosen erfabBt, nicht aber die Aminozucker (Glucosamin). DieVer- 
suche wurden nach Tillmanns und Philippi in der Weise durchgefiihrt, 
daB 1 cem der in Wasser oder | ° ,iger Natronlauge gelésten EiweiBkérper 
mit 0,5 cem einer 2 °,,igen Orcinlésung in 33 °,,iger Schwefelsaéure und mit 
15 cem 60°, iger Schwefelsiure versetzt, dann zehn Minuten im 
kochenden Wasserbad erhitzt wurde. Nach Abkiihlen auf die Zimmer- 
temperatur wurde die Lésung im Hehnerschen Zylinder mit 60° ,iger 
Schwefelsiure auf 50 ccm aufgefiillt und gegen gleichbehandelte 
Dextroselésung von bekannter Konzentration kolorimetriert. Die 
Ablesung geschah unter Anwendung des bei der Tryptophanbestimmung 
beschriebenen Lichtkastens. Die Bestimmungen wurden mehrfach bei 
verschiedener Konzentration durchgefiihrt. Am bequemsten ist die 
Ablesung bei einem Kohlenhydratgehalt von 0,1 bis 0,6 mg pro Be- 
stimmung. Um Fehler durch Beimengungen oder Adsorption von 
Kohlenhydraten zu vermeiden, wurden die Euglobuline (wasserléslich) 
und (sodaléslich), die Pseudoglobuline (wasserléslich) und (kochsalz- 
léslich) sowie Albumin I und IT einerseits acht Wochen gegen destilliertes 
Wasser dialysiert, andererseits wurde das EiweiB nach Hitzekoagulation 
in 1°. iger Lauge gelést, dann durch Anséuern mit Essigsiure wieder 
gefallt. Diese Umfallungen wurden fiinfmal durchgefiihrt. Die Eiweib- 
kérper zeigten sowohl nach der Dialyse wie nach den Umfallungen 
einen unveranderten Kohlenhydratgehalt gegeniiber den friiheren 
Werten. Die Zahlen in der Tabelle beziehen sich auf Dextrose, welche 
als Vergleichslésung verwendet wurde. 

Als Ergebnis dieser Untersuchungen finden wir, daB der Gehalt der 
einzelnen EiweiBfraktionen an Kohlenhydraten in weitestgehendem 
MaBe differiert. So haben die soda- und natronlaugeléslichen Eiweib- 
kérper den zwei- bis sechsfachen Kohlenhydratgehalt der anderen 
Globuline. Am niedrigsten sind die Werte bei den Albuminen, die 
untereinander nur wenig differieren. Die erhéhten Kohlenhydratwerte 
der sodaléslichen Globuline stehen mit dem bei der Verbrennung ge- 
fundenen erhéhten Kohlenstoffgehalt wahrscheinlich im Zusammenhang 


' Diese Zeitschr. 215, 36, 1929. 
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Auf Grund des gefundenen Kohlenhydratgehalts, bei Beriicksic\tigung 
der Menge der einzelnen EiweiBfraktionen im Serum, ergibt sich ein 
hydrolysierbarer EiweiBzucker von 30 bis 50 mg-°,, also ein Wert, 
der viel héher ist als die durch Saéurehydrolyse gewonnenen Zahlen. 
Im Falle, daB der gesamte EiweiBzucker aus einer Glucosaminhexose- 
verbindung besteht, waren die Werte der einzelnen Fraktionen zu 
verdoppeln. Es ware notwendig, in der Literatur nur die Werte als 
EiweiBzucker zu bezeichnen, die bei den gereinigten EiweiBkérpern des 
Serums gewonnen wurden. 


Tabelle V. 


Kohlenhydratgehalt der EiweiBunterfraktionen. 





Niedrigster Hochster Mittelwert & Kohlen- 


Eiweiikérper Wert Wert hydrat 

% 0 0/, 9 auflgN 

Euglobulin, wasserlislich. . . . 0,76 0,86 0,84 0,128 
‘ kochsalzléslich . . . 0,78 1,02 0,98 0,156 

. sodaléslich. . . . . 2,19 2,45 2,38 0,330 

‘a natronlaugeléslich . 8,00 9,20 8,50 0.840 
Pseudoglobulin, wasserléslich . . 0,88 1,02 0,98 0,138 
‘a kochsalzléslich . 0,59 0,70 0,64 0,098 

i sodaléslich . . . 6,00 7,10 6,40 0,800 

» natronlaugelisl. . 6,75 7,30 7,03 0,980 
RS nig nd 5 ae 0,38 0,55 0,47 0,072 
" Bee eric Bas eR 0,52 0,58 0,55 6,080 
ee ae ae ee eee - 0,65 0,65 0,103 


Unsere bisherigen Untersuchungen der EiweiBunterfraktionen des 
Rinderserumsergeben! weitgehende Unterschiede in ihren physikalischen, 
chemischen und biologischen Eigenschaften, sowie in ihrer chemischen 
Zusammensetzung. Am geringsten sind die Differenzen zwischen den 
einzelnen Albuminen. Bei den Globulinen fallen besonders die soda- 


! Die wahrend der Drucklegung der ersten Mitteilung erschienenen 
Arbeiten von Fischer und Blankenstein (diese Zeitschr. 220, 380, 1930: 
224, 211, 1930) kommen bei der Untersuchung von Eiwei®fraktionen des 
Serums, die teilweise durch Kochsalzfaillung der Ammonsulfatfraktionen 
oder durch Ansiéiuern gewonnen wurden, zu au‘fallenden Unterschieden 
zwischen diesen Fraktionen. Mit Riicksicht auf die vollkommen neuartige 
Darstellung dieser Fraktionen und die unvollkommene Trennung voneinander 
(nach Fallung einer Fraktion wurden diese weder nachgewaschen noch 
umgefallt) erscheint es uns unnétig, darauf naher einzugehen. 
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und natronlaugeléslichen EiweiBkérper aus der Reihe, die in jeder 


Beziehung (Zusammensetzung, Eigenschaften) vollkommen von den 
anderen abweichen. 


Zusammenfassend glauben wir sagen zu kénnen, daB es uns ge- 
lungen ist, in Erganzung der in den friheren Arbeiten gefundenen 
physikalischen, chemischen und biologischen Differenzen des Eiweib- 
molekiils der einzelnen Unterfraktionen auch weitgehende Differenzen 
in ihrer chemischen Zusammensetzung zu finden. Die elementare 
Zusammensetzung zeigt gréBere Unterschiede im Kohlenstoff- und 
Wasserstoffgehalt. Von den Globulinunterfraktionen finden wir die 
niedrigsten Kohlenstoff- und Wasserstoffwerte bei den wasser- und 
kochsalzléslichen Euglobulinen, viel héhere bei den wasser- und koch- 
salzléslichen Pseudoglobulinen. Am héchsten sind die Werte bei den 
sodaléslichen EiweiBkérpern, die ihre Erklarung in dem erhéhten 
Kohlenhydratgehalt dieser Fraktionen finden. 


Bei der Analyse der EiweiSkérper muB das Wasseranziehungs- 
vermégen beriicksichtigt werden; auf Nichtberiicksichtigung dieser 
Eigenschaft kénnten wahrscheinlich manche differierende Angaben in 
der Literatur tiber die Zusammensetzung der Eiweibkérper zuriick- 
gefiihrt werden. 


Wahrend der Schwefelgehalt der Albumine  untereinander 
gleich ist, schwankt der S-Gehalt der Globuline zwischen 1,28 und 
1,71 %. 


Es wurde zum ersten Male die Bestimmung des Methoxyl- und 
Methylimidgehalts der Serumeiwei8k6érper durchgefihrt, und es konnten 
ebenfalls Unterschiede im Gehalt der einzelnen Unterfraktionen ge- 
funden werden. Und zwar zeigen die kochsalzléslichen Globuline 
erhéhte Methylimidwerte, das wasserlésliche Pseudoglobulin einen 
erhéhten Methoxylwert. 


In der Verteilung des Amid-N, Humin-N, Diamino-N und 
Mono- und Nichtamino-N und des Gehaltes an Tryptophan weichen 
die einzelnen Albumine untereinander wenig ab. Im Gegensatz 
dazu finden wir bei den Unterfraktionen der Globuline  weit- 
gehende Differenzen in ihrer Zusammensetzung, und zwar sowohl 
zwischen den wasser- und kochsalzléslichen, wie auch zwischen 
den soda- und natronlaugeléslichen Globulinen. Es wurde eine 
Modifikation der Hausmannschen Methode und der Tryptophan- 
bestimmung von T'illmanns-Alt mitgeteilt, die die Fehlerbreiten dieser 
Methoden herabsetzt. 

Der Kohlenhydratgehalt der einzelnen Eiweibfraktionen kann mit 
Hilfe der Methode von Tillmanns wad Philippi ohne Verlust durch vor- 
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herige Hydrolyse bestimmt werden, wodurch unsere Werte eigentlich die 
ersten sind, die den Kohlenhydratgehalt der EiweiBkérper des Serums 
direkt erfassen. Die niedrigsten Werte zeigen die Albumine. Bei den 
Globulinen haben die soda- und natronlaugeléslichen Eiwei8kérper 
einen zwei- bis sechsmal gréBeren Kohlenhydratgehalt als die 
restlichen Globuline. Auf Grund der gefundenen Ergebnisse wurde 
der wirkliche EiweiBzuckergehalt des Serums zu 30 bis 50 mg-% 
errechnet. 


In weiteren Untersuchungen werden wir auch menschliches Serum 
in normalem und pathologischem Zustande auf die beim Rinderserum 
festgestellten Verschiedenheiten der EiweiBkérper priifen. 





Uber Nicht-Hemmung der Zellatmung durch Blausiure. 


Von 


Otto Warburg. Berlin-Dahlem. 


Eingegangen am 20. Januar 1931. 


Vor einiger Zeit teilten M. Dixon und K. A.C. Elliot! mit, daB 
die Atmung von Leber, Niere und Milz durch Blauséure nur um 
etwa 60°, gehhemmt werde, wahrend die Atmung in anderen Zellen, 
beispielsweise in Hefe, durch Blausdure vollstaéndig hemmbar sei. Die 
Versuche erregten groBes Aufsehen. 

Torsten Thunberg? schrieb: ,,Die Behauptung Warburgs, dab das 
Atmungsferment die gesamte Sauerstoffaufnahme der Zellen ver- 
mittelt, laBt sich indessen angesichts der Tatsache nicht aufrecht er- 
halten, daB KCN fiir viele Zellen nur einen Teil der Sauerstoffaufnahme 
ausschaltet. Diese Erscheinung war schon friiher hinsichtlich gewisser 
Zellen beobachtet. Es waren indessen Dixon und Elliot, die 1929 den 
Effekt wechselnder Konzentrationen von KCN auf die Sauerstoff- 
aufnahme verschiedener tierischer Gewebe studierten und dabei fest- 
stellten, daB KCN im Mittel 40 °,, der Sauerstoffaufnahme unbeeinfluBt 
1aBt.* 

René Wurmser® schrieb: ,,Dixon et Elliot (1929) ont déterminé 
dans un certain nombre de cas la proportion des oxydations inhibées 
par le cyanure. L’inhibition maxima est generalement obtenue pour 
une concentration de cyanure m/1000. Elle varie de 40 pour 100 a 
90 pour 100; on peut done estimer qu’en moyenne 4/, des oxydations 
résiste & action toxique.“ 

Carl Oppenheimer* schrieb: ,,Warburgs Hauptargument fiir die 
entscheidende Rolle der Aktivierung des Sauerstoffs war seine Ent- 


' M. Dizon u. K. A. C. Elliot, Biochem. Journ. 28, 812, 1929. 

2 T. Thunhberg, Oppenheimers Handbuch der Biochemie, 2. c. Auflage. 
Erganzungsband. Seite 270. Jena 1930. 

3 R. Wurmser, Oxydations et Réductions, Seite 151. Paris 1930. 

4 C. Oppenheimer, Unterhaltungsblatt der Vossischen Zeitung vom 
6. Jan. 1931. 
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deckung, daB bei gewissen Objekten die gesamte Zellatmung durch 
Blausaure gelahmt wird. Es hat sich nun durch die Untersuchung von 
Dixon ergeben, daB diese Anriahme nur teilweise zutrifft. 

Zweck dieser Notiz ist 

1. daran zu erinnern, daB Dixons Versuche falsch sind; 


2. die Frage zu stellen, was Dixons Versuche bedeuten wiirden, 


wenn sie richtig waren, oder allgemeiner: was bedeutet eine Nicht- 
hemmung der Atmung durch Blausdure ? 


!. Dixons Fehler. 

Dixon untersuchte, wie von hier vorgeschrieben, die Atmung 
der Hefe in Phosphatpuffer und fand vollstaéndige Hemmbarkeit 
der Atmung durch Blauséure. Unerlaubterweise jedoch untersuchte er 
auch die Atmung von Leber, Niere und Milz in Phosphatpuffer (in 
dem die Zellen geschadigt werden) und fand wechselnde Wirkungen 
der Blauséure. MiBt man die Atmung von Leber, Niere oder Milz wie 
vorgeschrieben in Ringer-Bicarbonat mit Kohlenséiure im Gasraum, 
so findet man sie ebenso vollstandig durch Blauséure hemmbar wie 
die Hefeatmung. DaB dies so ist, hat Howard L. Alt' in einer Arbeit 
gezeigt, die vor 8 Monaten erschienen ist. 

Von Dixon stammen auch die experimentell falschen Angaben?, 
daB die Atmung der Hefe durch Kohlenoxyd nur unvollstandig hemm- 
bar sei, daB die Eisenkatalyse des Ferrocysteins durch Kohlenoxyd 
nicht gehemmt werde, daB ,,reines‘’ Haimin nicht katalytisch wirke, 
daB in den Einsitzen der RespirationsgefiBe die Atmungskohlensaure 
durch Kalilauge unvollsténdig absorbiert werde (was darauf beruht, 
daB Dixons Einsitze so klein geraten sind, daB die Kalilauge sich in 
ihnen nicht bewegt) usw. Alle diese falschen Angaben werden von der 
referierenden Literatur als wahr iibernommen. Es geht daraus hervor, 
daB die Referenten entweder nicht fahig oder nicht gewillt sind, 
falsche Versuche von richtigen zu unterscheiden. 


2. Nichthemmung durch Komplexbildner. 

Die Erscheinung, daB die Atmung in geschadigten Zellen durch 
Komplexbildner unvollstandiger gehemmt wird als in intakten Zellen, 
ist haufig. Lebedew-Saft aus Baickerhefe atmet, indem er wie die intakte 
Zelle Zucker verbrennt. Wahrend nun die Atmung der intakten 
Hefezelle durch Blauséure und Kohlenoxyd gehemmt wird, wird die 
Saftatmung weder durch Blausiure noch durch Kohlenoxyd gehemmt. 


' Howard L. Ait, diese Zeitschr. 221, 498, 1930. 
2 Vergl. die Arbeiten von Dizon in Biochem. Journ. der letzten 
Jahre. 
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Ein anderes Beispiel: Rote Blutzellen von Kaninchen, die mit 
Phenylhydrazin behandelt sind, haben nach P. Morawitz eine grobe 
Atmung. Ich habe in der letzten Zeit mit F. Kubowitz tiber die Hemmung 
dieser Atmung durch Komplexbildner gearbeitet. Wir fanden, daB 
Blausiure die Atmung sowohl in Phosphatpuffer als auch in Ringer- 
Bicarbonat vollstandig hemmt. Kohlenoxyd dagegen hemmt die Atmung 
zwar in Ringer-Bicarbonat, nicht aber in Phosphat. 


3. Was beweist eine Nichthenmung durch Komplexbildner? 

Dixons Versuche erregten Aufsehen, weil es in der biologischen 
Literatur ublich ist, aus einer Nichthemmung der Atmung durch 
Komplexbildner zu schlieBen, daB metallfreie Katalysatoren vor- 
liegen. Man braucht nur an das Beispiel der Blutzellen zu erinnern, 
um zu sehen, wohin diese Art zu denken fiihrt. Aus der Nichtwirkung 
des Kohlenoxyds auf die Blutzellen in Phosphat wiirde folgen, daB 
ein metallfreier Katalysator vorliegt, aus der Wirkung der Blausiure 
auf dieselben Zellen in demselben Milieu wiirde folgen, daB eine Metall- 
katalyse vorliegt. 


Hemmungsversuche sind nichts anderes als analytisch-chemische 
Versuche, durch die man die chemische Zusammensetzung der Fermente 
erkennen will. Als Indikator benutzt man nicht Farbanderungen, wie 
in der gewohnlichen Chemie, sondern Anderungen der Geschwindigkeit 


einer Katalyse. Der Student der analytischen Chemie weib, daB das 
Ausbleiben einer Reaktion in einem Substanzgemisch nichts beweist 
und denkt dabei etwa an die Rhodan-Eisenreaktion, die durch 
Phosphorsiure verhindert wird. 

Der Anfanger in der Zellphysiologie weiB, dab die Atmung der 
Chlorella durch Blausiéiure nicht gehemmt wird!. Er schlieBt daraus, 
daB hier die Methode versagt, mit der man in anderen Fillen die 
chemische Konstitution des Ferments bestimmt. Er schlieBt daraus 
aber nicht, daB eine Schwermetallkatalyse nicht vorliegt, weil er ge- 
sehen hat, wieviele Schwermetallkatalysen es gibt, die durch Blausaure 
nicht gehemmt werden. Er hat gelernt, Spuren von Mangan neben 
Spuren von Eisen nachzuweisen und zu bestimmen, indem er zu dem 
Metallgemisch Cystein und Blauséure zusetzt. Dann wird die Eisen- 
katalyse gehemmt, aber die Mangankatalyse wird nicht gehemmt. 

Da es Faille gibt, in denen die Methode der Konstitutions- 
bestimmung des Ferments versagt, so gibt es Faille, in denen man die 
Konstitution des Ferments nicht kennt. In diesen Fallen ist das Feld 


1 O. Warburg, diese Zeitschr. 100, 230, 1919 (10 Jahre vor Dixon). 
Auch die ,,Atmung* vieler anaeroben Bakterien wird durch Blausaure nicht 
gehemmt. wie seit langer Zeit bekannt ist. 
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fiir jede Molekulartheorie noch frei, sei es die Theorie von Hoppe-Seyler 
oder von M. Traube oder von Engler oder von Wieland. Worauf es aber 
alleine ankommt, ist eine Methode, mit der man auch hier die chemische 
Konstitution des Ferments bestimmen kann. Erst dann kann man 
iiber den Mechanismus dieser Atmungen diskutieren. Vorher dis- 
kutiert man iiber den Mechanismus chemischer Reaktionen, deren 
Teilnehmer man nicht kennt. 


4. Molekulartheorien. 


Hoppe-Seyler und Moritz Traube stritten dariiber, ob der Sauerstoff 
oder der Wasserstoff bei der Atmung aktiviert wird. In etwas anderer 
Weise hat H. Wieland! 1922 die Frage von neuem gestellt. Ich habe 1923 
darauf aufmerksam gemacht”, daB hier ein Scheinproblem vorliegt, 
weil die Antwort selbstverstandlich ist. In einer atmenden Zelle reagieren 
sowohl Sauerstoff als auch Wasserstoff. Da Stoffe, die reagieren, im 
Vergleich zum reaktionslosen Zustande aktiviert sind — einen anderen 
Sinn des ,,Aktiviert-seins‘‘ gibt es nicht —, so ist bei der Atmung 
sowohl der Sauerstoff als auch der Wasserstoff aktiviert. Ob man sagt, 
Stoffe reagieren oder sind aktiviert, ist dasselbe. 

Der Streit mit Wieland aber ging nicht um dieses molekular- 
theoretische Scheinproblem, sondern um die einfache und alles andere 
als theoretische Frage: Eisen oder nicht Eisen?, allgemeiner um die 
chemische Konstitution des Atmungsferments. Diese Frage ist heute 
fiir die sauerstoffatmenden (aeroben) Zellen zugunsten des Eisens 
entschieden, da man imstande ist, die chemische Konstitution der 
wirksamen Eisenverbindung zu bestimmen. Wie man die Eisenkata- 
lyse schreibt — ob ohne Mitwirkung des Wassers oder unter Beteili- 
gung des Wassers als Dehydrierung oder als Elektronenreaktion — ist 
solange unwichtig, als wir tiber den Mechanismus der einfachsten 
chemischen Reaktionen im unklaren sind. Heute wie vor 60 Jahren 
gilt das vant’ Hoffsche Wort: ,,Der Newton der Chemie ist noch nicht 
gekommen“. 

Wenn trotzdem in der Literatur iiber Atmung an die Spitze 
aller Betrachtungen die Frage gestellt wird, ob der Sauerstoff oder 
der Wasserstoff aktiviert wird, so scheinen mir die Griinde keine 
wissenschaftlichen zu sein. Eine Generation von Biochemikern hat 
sich zeitweise auf den Standpunkt Wielands gestellt, daB der mole- 
kulare Sauerstoff in den sauerstoffatmenden Zellen direkt mit dem 
Wasserstoff der organischen Molekiile reagiere. Jeder weib, daB dies 
ein Irrtum war, aber niemand ist bisher bereit gewesen, den Irrtum 


' H. Wieland, Ergebnisse der Physiologie 20, 477, 1922. 
2 O. Warburg, diese Zeitschr. 186, 266, 1923. Besondere Seite 271. 
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zuzugeben. An Stelle der tatsachlichen Streitfrage: Eisen oder nicht 
Eisen? schiebt man die nichtssagende Frage, ob der Sauerstoff oder 
der Wasserstoff aktiviert wird. Dann hat jeder, der zu irgendeiner 
Zeit irgend etwas uber Atmung geschrieben hat, recht. 


5. Nomenklatur. 

Erhitzt man Backerhefe 11, Stunden auf 52°, so verliert sie im 
wesentlichen die Eigenschaft, physiologische Brennstoffe zu oxydieren, 
aber ist noch imstande, ein Gemisch von p-Phenylendiamin und 
a-Naphthol zu Indophenol zu oxydieren. Diese Oxydation wird wie die 
Oxydation der physiologischen Brennstoffe durch Kohlenoxyd gehemmt, 
woraus Keilin! schlieBt, das Atmungsferment sei nichts anderes als 
die langst bekannte Indophenoloxydase. 

Keilins Versuche mit erhitzter Hefe gehen schlecht, sie sind un- 
regelmaBig, zeitlich inkonstant und werden kompliziert durch die 
Farbstoffbildung, die quantitative photochemische Versuche unmdglich 
macht. Die Versuche zeigen nichts anderes, als daB Erhitzen das 
Atmungsferment der Hefe schaidigt. Das Ferment der erhitzten Hefe 
kann nur noch einen Teil dessen, was es in der intakten Zelle vermag, 
ein nicht allzu tiberraschendes Ergebnis. 

MuB nun der alte Ausdruck ,,Oxydase* angebracht werden, 
so wird man lieber von den Wirkungen des intakten Ferments aus- 
gehen und das Ferment ,,Eiweib-Zucker-Fettoxydase’ nennen, an- 
statt ,,[Indophenoloxydase“ nach einer Rest-Reaktion in geschadigten 
Zellen. Auch dieses ,,Streites‘ hat sich die referierende Literatur 
angenommen. Die Berichterstatter aber sollten wissen, daB es nicht 
darauf ankommt, wie man ein Ferment nennt, sondern darauf, was 
das Ferment chemisch ist. Indem man, wie dort tiber eine nichts- 
sagende Molekulartheorie, hier iiber ein Wort diskutiert, wird wiederum 
der wahre Stand der Dinge verschleiert. 


1 D. Keilin, Proc. Roy. Soc. 104, 206, 1928. 








Bemerkung zu: ,Untersuchungen iiber den Blutzucker. II. 
von P. Rona und W. Fabisch. 


(Diese Zeitschr. 227, 205, 1930.) 


Von 
Kurt P. Jacobsohn. 


(Aus dem Instituto Rocha Cabral in Lissabon.) 


(Eingegangern: am 1. Dezember 1930.) 


Diese Zeitschr. 220, 461, 1930 habe ich gezeigt, daB die Zucker- 
bestimmung mit Hilfe des B. coli nach Rona und Mitarbeitern mit einer 
Reihe von Fehlerquellen behaftet ist und daB bei diesem Vorgehen scheinbar 
richtige Resultate lediglich durch zufallige Fehlerkompensationen zustande 
gekommen sein kénnen. Diese Zeitschr. 227, 205, 1930 vermeiden Rona 
und Fabisch auf meine Einwande einzugehen, vielmehr zitieren sie meine 
Abhandlung so, daf8 Uneingeweihte daraus das Gegenteil, naimlich eine 
Bestatigung ihrer Angaben, entnehmen miissen. Deshalb méchte ich 
nochmals darauf hinweisen, daB nach meinen Untersuchungen Glucose 
durch B. coli keineswegs einfach in 2 Mol Milchséiure gespalten wird, wie 
Rona und Nicolai zuerst angenommen hatten, sondern daB die Bildung 
reichlicher Mengen von Essigséure, Ameisensiure, Bernsteinséure, Wasser- 
stoff und von Géarungskohlensiiure neben Milchséure den Reaktions- 
mechanismus auch unter den Arbeitsbedingungen Ronas und _ seiner 
Mitarbeiter quantitativ uniibersehbar gestaltet. Es bedarf keiner Dis- 
kussion, daB bei dieser Sachlage sich auf die Verwendung von B. coli 
kein manometrisches Verfahren griinden lat, das auf der absolut un- 
bewiesenen Annahme eines ,,Zusammenhangs: 1 Mol Glucose = 2 Mol 
Gas, als CO, berechenbar“, aufgebaut ist. Meine Resultate stehen durchaus 
im Widerspruch zu denen Ronas, aber in jeder Hinsicht im Einklang mit 
simtlichen iibrigen Angaben der groBen, iiber die Coligarung vorhandenen 
Literatur. Von Arbeiten aus der letzten Zeit erwahne ich nur noch die 
folgenden: M.A. Scheffer, Dissertation Delft, 1928, legt dar: ,,.Wenn auch 
die Publikationen Ronas fiir einen Einblick in den Chemismus der Glucose- 
vergarung durch B. coli ohne Bedeutung sind, habe ich sie deshalb angefiihrt, 
weil man daraus ersieht, daB heutzutage noch viele falsche Begriffe von 
dieser Frage herrschen.‘* Ferner schreiben Virtanen, Karstrém und Tur- 
peinen, H. 187, 16: ,,Der Befund von Rona und Nicolai, daB B. coli unter 
anaeroben Bedingungen eine reine Milchséuregérung hervorrufe und daB 
erst aerob CO, entstehe, steht also in vollem Widerspruch zu unseren 
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Erfahrungen.** Aarstrém zeigt weiter in einer akademischen Abhandlung, 
Helsingfors 1930, S.69 und 70, daB mit geringen Schwankungen ganz 
verschiedene Stimme von B. coli aus Glucose auBer Wasserstoff, Garungs- 
kohlenséiure und Milchséure ungefaihr 20°, Bernsteinsaure, 10°, Essigsaiure 
und 10% Alkohol erzeugen und manchmal auBerdem Ameisensiiure sowie 
Propionsiure liefern. Somit sind zweifelsohne nach den Feststellungen 
anderer Autoren Ronas Angaben ebenfalls nicht reproduzierbar befunden 
worden. 


Desgleichen médchte ich darauf aufmerksam machen, daB meine 
Versuche die Befunde von de Graaf und Le Févre (diese Zeitschr. 155, 313, 
1925) durchaus bestatigt haben, nach denen das B. coli gewéhnlich Maltose 
angreift. Die Anwendung gewéhnlicher Colibakterien eignet sich demnach 
auch nicht zur Entscheidung der Frage, ob bei einem enzymatischen 
Abbau der Starke durch Amylase neben Maltose auch Glucose entsteht. 
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